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RESUME
La cascade KRas/Raf/Mek/Erk favorise la transcription-dependante 
de la voie de signalisation Notch
Par
Isabelle Tremblay 
Departement de medecine, Service de gastroenterologie
Memoire presente a la Faculte de medecine et des sciences de la sante en vue de l’obtention 
du grade de maitre es sciences (M. Sc.) en biologie cellulaire, Faculte de medecine et des 
sciences de la sante, Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada, J1H 5N4
La voie de signalisation Notch contient quatre recepteurs transmembranaires qui sont 
actives de fagon ligand dependant. Les contacts cellulaires permettent 1’activation des 
recepteurs et la relache entre autres du fragment actif Notchl clive (NIC1). Ensuite, il 
transloque au noyau pour s’associer a son co-activateur, CSL afin de permettre la formation 
d’un complexe transcriptionnel actif. La signalisation Notch est regulee a divers niveaux 
cellulaires. La voie Notch est tres engagee durant le developpement du pancreas. De plus, 
differents modeles ont ete generes afin de mieux comprendre 1’implication de la voie Notch 
dans le phenomene de la proliferation des cellules pancreatiques. Ainsi, la voie Notch est 
active dans le pancreas immature et est reprimee dans le tissu adulte. La signalisation Notch 
est tres importante pendant la carcinogenese pancreatique. II a ete demontre que 1’inhibition 
de la voie Notch induit une repression de la croissance cellulaire et bloque la tumorigenese 
pancreatique. Une autre voie de signalisation tres impliquee dans le cancer du pancreas est 
la voie KRas qui est mutee dans 90% des adenocarcinomes. Une cooperation entre les voies 
Notch et KRas a dte reportee dans differents types de carcinogenese. De plus, il a ete 
suggere que la collaboration Notch et KRas passe specifiquement par la cascade Mek/Erk 
en aval de KRas. De plus, l’inhibition de la voie Mek/Erk mene a l’inhibition de 
l’expression d’Hesl, une cible de la voie Notch. Ainsi, nous avions suppose que la cascade 
KRas/Raf/Mek/Erk favorise la transcription induite par la voie de signalisation Notch. Pour 
y repondre, il etait done important de determiner 1’impact de la voie Mek/Erk sur 
l’expression de Notchl clive (NIC1) et de clarifier l’effet de cette voie sur son activite 
transcriptionnelle. Nous avons observe que la suractivation de la voie Mek/Erk induit un 
retard de migration de la proteine NIC1 qui est completement aboli par 1’inhibition de la 
voie Mek/Erk. Des etudes plus approfondies ont revele que ces formes de plus haut poids 
moleculaires etaient des formes phosphorylees de NIC1 qui pouvaient etre associees 
directement k Faction des Erkl. Nous avons decouvert que ces modifications permettent de 
reguler F activite transcriptionnelle de Notch. Ainsi, la phosphorylation de NIC1 induite par 
la voie Mek/Erk est associee a une augmentation de 1’activite transcriptionnelle dependante 
de Notch qui m&ne k l’expression du gene cible, Hesl. II semble aussi que le domaine 
PEST de NIC1 est essentiel afin de permettre les phosphorylations Erk-dependantes. 
D’autres effets specifiques de la voie Mek/Erk sur Notch restent a etre decouverts. Enfin, le 
potentiel de cette collaboration entre les voies Notch et KRas/Raf/Mek/Erk pourrait etre 
impliquee dans divers processus cellulaires.
Mots cles : Notch, KRas, Erk, pancreas, phosphorylation, transcription
11. INTRODUCTION
1.1 La voie de signalisation Notch
II existe diverses voies de signalisation qui regulent chacune a leur maniere les 
differents processus cellulaires. Une voie de signalisation bien impliquee a ce niveau est la 
voie Notch.
1.1.1 Les roles de la voie Notch au niveau cellulaire
La voie de signalisation Notch est importante pour la realisation de plusieurs 
fonctions cellulaires. Tout d’abord, elle permet a differents types cellulaires de maintenir un 
caractere de cellule souche en favorisant la proliferation et prevenant la differenciation des 
cellules progenitrices (Radtke F and Raj K, 2003) (Fig. 1A). Ce phenom&ne est present 
dans divers types de cellules comme les cellules souches neuronales, hematopoi'etiques et 
pancreatiques (Radtke F and Raj K, 2003). Egalement, la signalisation Notch joue un role 
dans le processus d’inhibition laterale (Radtke F and Raj K, 2003) (Fig. IB). Les cellules 
non differenciees expriment d’abord au niveau de leur membrane plasmique des niveaux 
egaux de ligands et de recepteurs de Notch. Les cellules s’associent par la suite via des 
interactions ligand-recepteur de Notch. L’une des cellules opte pour une expression 
preferentielle de ligands ou de recepteurs Notch. Un equilibre se forme alors et permet une 
signalisation differentielle dans chacune des cellules. La cellule exprimant des recepteurs 
active la signalisation Notch ce qui m&ne a la transcription des genes cibles. Cette cellule 
exprime done un bagage de facteurs de transcription qui lui est propre. Par contre, la cellule 
n’exprimant pas de recepteurs de Notch a sa surface ne peut pas profiter de cette 
signalisation. Elle a done un patron d’expression de facteurs de transcription different qui 
dirige la cellule plutot vers un autre processus de differenciation. Ainsi, deux types 
cellulaires ayant des fonctions divergentes sont crees par ce processus (Radtke F and Raj K, 
2003). II existe une demiere fonction qui est connue pour la voie Notch. II s’agit du
2Figure 1 : Le role de la voie Notch au niveau cellulaire
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A. La voie Notch participe au maintien du caractere de cellule souche et B. au mecanisme 
d’inhibition laferale. C. Aussi, la voie Notch favorise un arret du cycle cellulaire et la 
differentiation terminate.
Barres rouges et vertes : Recepteurs Notch 
Barres bleues pales : Ligands de Notch 
N : Recepteurs Notch 
L : Ligands de Notch
Cellules A ou B : Cellules comportant un patron de differenciation different 
(Tire de Radtke F et Raj K, 2003)
3processus dans lequel 1’ activation de la voie Notch induit un arret du cycle cellulaire et 
permet la differenciation terminale (Radtke F and Raj K, 2003) (Fig. 1C). Ce role de la voie 
Notch a cependant ete observe uniquement dans les cellules epidermiques (Radtke F and 
Raj K, 2003).
1.1.2 Les recepteurs Notch
Ce qui est connu entre autres de la signalisation Notch, c’est qu’elle contient des 
g&nes encodant une famille de quatre recepteurs nommes Notch 1, 2, 3 et 4 chez l’humain 
(Radtke F and Raj K, 2003) et la souris (Kato H et al, 1996) (Fig. 2). Ceux-ci se traduisent 
par des recepteurs a un passage transmembranaire qui agissent de maniere separee et qui 
sont formes de deux sous-unites. Celles-ci sont maintenues ensemble grace a une liaison 
non-covalente calcium-dependante via le domaine d’ heterodimerisation (HD) situe dans la 
partie extracellulaire de Notch (Radtke F and Raj K, 2003). H est possible de destabiliser 
l’interaction entre ces deux sous-unites avec l’aide de chelateurs de cations comme l’EGTA 
ou l’EDTA (Popko-Scibor AE et al, 2011). La region extracellulaire en N-terminale de 
Notch 1 et 2 est composee de 36 repetitions EGF-Like comparativement a Notch 3 et 4 qui 
en contiennent 34 et 29 respectivement. Ces regions, plus particulierement les repetitions 
11 et 12, sont importantes pour la liaison du recepteur a son ligand. De plus, la partie 
extracellulaire de Notch comprend trois domaines Lin-12-Notch (LNR) riches en cysteines 
(Fig. 3). Ceux-ci sont associes a la modulation de 1’interaction entre la region 
extracellulaire et intracellulaire de Notch au domaine HD. Dans le domaine intracellulaire, 
les recepteurs Notch contiennent un domaine RAM necessaire a la liaison de leur partenaire 
transcriptionnel, CSL, afin d’induire l’expression de leurs genes cibles (Radtke F and Raj 
K, 2003). Les recepteurs Notch possedent egalement sept repetitions Ankyrine jouant un 
role dans la modulation de 1’activation de la transcription. Celles-ci sont flanquees par des 
signaux de localisation nucleaire (NLS) necessaires a la translocation du domaine 
intracellulaire de Notch. Enfin, il y a la presence d’un domaine de transactivation (TAD) 
important pour activer la transcription et d’un domaine PEST (proline-glutamine-serine-
Figure 2 : Les differents recepteurs Notch
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Chez l’humain et la souris, il existe quatre recepteurs Notch : 1 a 4. 
Chez la drosophile, il n’y a qu’un seul recepteur Notch.
SP : Peptide signal de localisation a la membrane
EGF-LR : Repetitions semblables au facteur de croissance epidermique
LNR : Domaines riches en Lin-12-Notch
RAM : Domaine RAM
ANK: Repetitions Ankyrine
TAD : Domaine de transactivation
PEST : Domaine riche en proline-glutamine-serine-threonine 
(Tire de Trojantec ltd., Innovative cancer therapeutics, Notch, 2007) 
Nombre d’acides amines et poids moleculaire :
Notchl : 2555 acides amines, 300 kDa 
Notch2 : 2471 acides amines, 300 kDa 
Notch3 : 2321 acides amines, 270 kDa 
Notch4 : 2003 acides amines, 230 kDa 
(Tire de Pubmed et de Cell signaling technology)
5Figure 3 : La structure detaillee du recepteur Notchl
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Nec : Domaine extracellulaire de Notch en N-terminale
N™ : Domaine transmembranaire de Notch en C-terminale
N ™ *  • Domaine transmembranaire de Notch en C-terminale sans le domaine HDC
Repetitions EGF-like : Sites necessaire k la liaison du ligand
Domaines Lin-12-Notch (LNR): Regions riches en cysteines qui modulent les interactions 
entre le domaine extracellulaire et intracellulaire
Domaine HD : Region d’interaction entre les deux sous-unites du recepteur via une liaison
non-covalente dependante du calcium
Domaine HDN : Region d’heterodimerisation en N-terminale
Domaine HDC : Rdgion d’heterodimerisation en C-terminale
NRR : Region de regulation negative
SI, S2 et S3 : Les differents sites de clivage de Notch
ICN : Domaine intracellulaire de Notch (aussi nomme NIC)
Domaine RAM : Rdgion importante pour la liaison au cofacteur CSL 
Domaines Ankyrines : Region qui module 1’activation de la transcription 
Domaine TAD : Region necessaire a la transactivation 
Domaine PEST : Region souvent associee a la degradation 
(Tire de Roy M et al, 2007)
6threonine) en C-terminale des recepteurs Notch associe a la degradation par le proteasome 
(Radtke F and Raj K, 2003).
1.1.3 Les ligands de Notch
Les recepteurs Notch sont actives suivant la liaison a leurs ligands 
transmembranaires. Chez l’humain et la souris, les ligands de Notch sont composes de 
Delta 1, 3 et 4 et de Jagged 1 et 2 (Musse AA et al, 2012) (Fig. 4). Les ligands Delta sont 
formes d’un domaine Delta Serrate LAG-2 (DSL) et de repetitions EGF-Like. En ce qui 
conceme les ligands Jagged, ils component aussi un domaine DSL et des repetitions EGF- 
Like mais en plus, ils possedent un domaine riche en cysteine (CRD) qui permet de 
moduler les interactions ligands-recepteurs Notch. Enfin, c’est le domaine DSL qui est 
essentiel a la liaison et l’activation des recepteurs Notch (Fiuza UM and Arias AM, 2007). 
II est possible de mimer 1’activation des recepteurs Notch par leurs ligands en utilisant un 
peptide comportant le domaine DSL de Delta ou Jagged (Ranganathan P et al, 201 IB). 
Ainsi, les ligands a la surface d’une cellule activent les recepteurs attaches a la membrane 
d’une autre cellule. Ceci permet des interactions cellule-cellule menant a 1’activation de la 
voie de signalisation Notch (Fiuza UM and Arias AM, 2007).
1.1.4 La modulation des interactions entre les recepteurs et les ligands de Notch
Les recepteurs et les ligands de Notch sont des proteines glycosylees lors de leur 
processus de maturation dans le trans-golgi (Blair SS, 2000). Ces glycosylations ont un role 
regulateur sur les proprietes de liaison des recepteurs aux ligands. Des etudes chez la 
drosophile ont demontre que deux glycosyltransferases agissent sur les recepteurs Notch. 
Ces proteines se nomment OFUT1 et Fringe. Les glycosylations de Notch surviennent au
7Figure 4 : Les ligands dc Notch
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Chez I’humain et la souris, il existe cinq ligands de Notch : Delta 1,3 et 4, Jagged 1 et 2.
Chez la drosophile, il n’y a qu’un ligand Delta et un ligand Serrate homologue a Jagged.
SP : Peptide signal de localisation h la membrane
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(Tire de Trojan tec ltd., Innovative cancer therapeutics, Notch, 2007)
8niveau des repetitions EGF-Like dans son domaine extracellulaire. OFUT1 est une proteine 
O-fucosyltransferase GDP-fucose qui est importante dans la maturation du recepteur Notch. 
La OFUT1 ajoute des fucoses sur le recepteur Notch afin que Fringe, une P-1.3-N- 
acetylglucosaminyltransferase puisse les modifier via la glycosylation. Alors, les sites de 
fucosylation sont indispensables a la fonctionnalite du recepteur Notch. En effet, une 
deficience fonctionnelle pour OFUT1 mene a une perte de fonction du recepteur Notch. 
Celle-ci se traduit par 1’acquisition d’une mauvaise conformation de la proteine Notch qui 
entraine un defaut dans la liaison de ses ligands (Fiuza UM and Arias AM, 2007). De plus, 
les glycosylations de Notch induites par Fringe affectent la liaison du recepteur aux ligands. 
En effet, plus le recepteur est modifie par Fringe, plus il a une bonne interaction avec le 
ligand Delta. A 1’inverse, Jagged a moins d’affinite pour le recepteur qui possede de 
nombreuses glycosylations. Egalement, la concentration des recepteurs et des ligands de 
Notch sur la surface cellulaire dicte s’il s’agit d’interactions cis ou tram. Done, ceci defini 
s’ils interagissent sur une meme cellule ou de maniere intercellulaire entre deux cellules 
(Fiuza UM and Arias AM, 2007). Enfin, une trop forte concentration de ligands a la surface 
d’une cellule induit une perte d’activation de la voie Notch. Le mecanisme utilise a cette fin 
comporte la liaison des ligands entre eux sur une meme cellule afin de limiter leur 
accessibility pour les recepteurs Notch (Fehon RG et al, 1990; Parks AL et al, 2006). Done, 
les niveaux de ligands sont bien regules afin de gerer le taux d’activation de la voie Notch.
1.1.5 Le mecanisme d’activation
II existe trois sites de clivage sur les proteines Notch soit un premier site, SI qui 
survient lors du processus de maturation dans le trans-golgi. D est realise par une furin-like 
convertase afin de creer les deux sous-unites maintenues par la liaison calcium-dependante 
de chaque recepteur Notch (Fig. 5) (Roy M et al, 2007). Les deux autres clivages 
deviennent accessibles seulement suivant la liaison du recepteur Notch a son ligand. Tout 
d’abord, la liaison du ligand permet un changement de conformation qui favorise le clivage 
au site S2 dans le domaine HD de Notch (Fig. 5). Celui-ci est accompli par une
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Les recepteurs de Notch et leurs ligands sont des proteines transmembranaires. 
L’interaction du ligand et du recepteur induit le clivage de Notch au site S2 par une 
protease transmembranaire de la famille ADAM/TACE. Un intermediaire instable de Notch 
est cree et subit ensuite un deuxieme clivage au site S3 par le complexe gamma-secretase 
qui est compose de la Preseniline, l’unite active. C’est ainsi qu’il y a formation du fragment 
intracellulaire de Notch (NIC). Celui-ci transloque au noyau afin de s’associer k son 
partenaire CSL lid k l’ADN. Le complexe NIC/CSL permet ensuite l’activation de la 
transcription de leurs genes cibles via le recrutement de co-activateurs.
(Modifie de Cell signaling technology, 2006)
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Figure 6 : La voie Notch au niveau nucleaire
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Lorsque Notch n’est pas clive, CSL forme un complexe inhibiteur via le recrutement de co- 
represseurs et d’histones deacdtylases. II y a repression de la transcription. A l’inverse, 
lorsque Notch est clive, il y a le recrutement de co-activateurs et d’histones acetylases qui 
permettent h l’ADN d’etre moins condensd. Les proteines SKIP et Mastermind sont 
mobilisees dans le meme complexe d’activation afin de permettre 1’activation de la 
transcription des genes cibles. La signalisation Notch est interrompue par le complexe 
Cycline C/CDK8 qui induit la phosphorylation de NIC. La E3-ubiquitine ligase Fbw7 
reconnait ce signal afin d’induire la degradation specifique de NIC par le proteasome. II y a 
alors arret de la transcription.
(Tire de Friedmann DR et al, 2008)
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metalloproteinase transmembranaire de la famille ADAM/TACE (Roy M et al, 2007). 
Ainsi, un intermediate instable de Notch est cree et subit ensuite un troisieme clivage au 
site S3 dans le domaine intracellulaire de Notch. Ce clivage est realise par le complexe 
gamma-secretase compose entre autres de la Preseniline, l’unite active (De Stropper B et al, 
2012). C’est ainsi qu’il y a formation du fragment intracellulaire de Notch (NIC). Le 
complexe gamma-secretase peut etre inhibe specifiquement par des inhibiteurs comme le 
DAPT, le L685458, le MRK-003 et le GSI I (Li S et al, 2012; Hiyama A et al, 2011; 
Grudzien P et al, 2010; Mittal S et al, 2009). Ils previennent le clivage de tous les 
recepteurs Notch et inhibent ainsi 1’activation de cette voie. Une fois libere, NIC transloque 
au noyau afin de pouvoir s’associer a son partenaire transcriptionnel CSL pour permettre la 
liaison a l’ADN (Fiuza UM and Arias AM, 2007; Tamura K et al, 1995). Le complexe 
NIC/CSL permet ensuite 1’activation de la transcription de leurs genes cibles. Cependant, 
lorsque Notch n’est pas clive, CSL forme plutot un complexe represseur recrutant des co- 
represseurs et des histones deacetylases (Friedmann DR et al, 2008) (Fig. 6). L’ADN est 
alors sous une forme plus condensee au niveau du promoteur des genes cibles. D y a ainsi 
une repression de la transcription. A 1’inverse, lorsque Notch est clive, il y a recrutement de 
co-activateurs et d’histones acetylases qui permettent k l’ADN d’etre moins condense 
(Friedmann DR et al, 2008). Afin de permettre la transcription des genes cibles de Notch, 
les proteines SKIP et Mastermind sont mobilisees dans le complexe d’activation (Nam Y et 
al, 2007; Vasquez-Del Carpio R et al, 2011). Le recrutement de l ’histone acetylase 
p300/CBP est aussi un element important a la transcription induite par la voie Notch (Fryer 
CJ et al, 2002). Finalement, la signalisation Notch est interrompue suivant le recrutement 
du complexe Cycline C/CDK8 via SKIP et Mastermind (Fryer CJ et al, 2004). Ce 
complexe induit des phosphorylations specifiques de NIC potentiellement sur les serines 
2481, 2484, 2506 dans le domaine PEST. Ces demiSres sont ensuite reconnues par la E3- 
ubiquitine ligase Fbw7 afin d’induire l’ubiquitination de NIC (Fiuza UM and Arias AM, 
2007). Ces modifications post-traductionnelles de NIC dans son domaine PEST menent a la 
degradation specifique de NIC par le proteasome (Firiza UM and Arias AM, 2007). Sa 
degradation entraine done un arr6t de la transcription.
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1.1.6 Les genes cibles
La signalisation Notch cible specifiquement le promoteur de certains genes avec 
l’aide de la proteine CSL qui est constitutivement lie a l’ADN. CSL lie l’ADN via une 
sequence consensus GTGGGAA retrouvee sur certains promoteurs (Kovall RA and 
Hendrickson WA, 2004). CSL est formee d’un domaine en N-terminal (NTD) comportant 
une homologie avec le domaine de la famille des facteurs de transcription Rel (RHR). 
Ensuite, CSL est composee d’un domaine de liaison k 1’ADN (BTD) et d’un domaine en C- 
terminal (CTD). Ce sont tout particulierement les domaines NTD et BTD qui interagissent 
avec l’ADN (Kovall RA and Hendrickson WA, 2004). Les genes cibles les mieux 
caracterises de la voie Notch se composent de la famille Hes soient Hes 1, 5 et 7 et de la 
famille Hey avec Hey 1, 2 et L (Meier-Stiegen F et al, 2010). Les proteines traduites sont 
de types bHLH et s’associent ensemble sous forme d’homodimere et d’heterodimere. Leur 
domaine bHLH inclut une region basique qui permet la liaison a l’ADN et une region HLH 
qui favorise les interactions entre les differents membres. Les proteines Hes et Hey ciblent 
une sequence consensus d’ADN retrouvee dans le promoteur de leur genes cibles qui 
consiste en une E-box (CANNTG) (Kageyama R et al, 2007). Egalement, elles contiennent 
un domaine Orange contenant deux helices amphipathiques qui permettent une selectivity 
entre les divers partenaires de liaison. Enfin, les proteines Hes et Hey sont formees d’un 
domaine WRPW qui se traduit en un tetrapeptide de tryptophane-arginine-proline- 
tryptophane. Cette region regule la fonction repressive de Hes et Hey en permettant le 
recrutement d’un co-represseur comme Groucho. Aussi, le domaine WRPW agit comme 
signal de polyubiquitination en favorisant le recrutement d’une E3-ubiquitine ligase 
(Kageyama R et al, 2007). De plus, Hes et Hey agissent comme represseurs 
transcriptionnels actifs par leur liaison avec Groucho afin de reprimer la transcription a un 
promoteur specifique. Elles peuvent aussi agir comme represseurs passifs en sdquestrant 
divers facteurs de transcription comme E47 et Mashl (Bae S et al, 2000). Egalement, Hes 
et Hey ont une expression oscillante puisqu’ils inhibent leur propre transcription. Lors de 
l’activation de la voie Notch, il y a une augmentation de l’expression d’Hes et Hey qui 
mene a une forte homo ou hetdrodimerisation de leur part. Ensuite, comme leur promoteur
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contient une E-box, ils s’y associent afin de reprimer leur propre expression. Dans ce cas, 
en plus de ne plus etre exprimes, ils sont rapidement degrades par le proteasome suite a leur 
ubiquitination. Enfin, la diminution des niveaux proteiques d’Hes et Hey mene a la levee de 
leur propre repression transcriptionnelle afin de permettre un nouveau cycle d’expression. D 
est connu que les genes cibles induits par la signalisation Notch favorisent la progression 
du cycle cellulaire. En effet, Hesl est implique dans la repression de l’expression 
d’inhibiteurs du cycle cellulaire dont p27 (Murata K et al, 2005) et p57 (Georgia S et al, 
2006). Egalement, les membres de la famille Hes et Hey permettent aux cellules de 
maintenir un caractere de cellule souche en bloquant l’expression de divers facteurs de 
differenciation tels que Ngn3 (Edlund H, 2001) et Mathl (Kageyama R et al, 2007). Done, 
l’expression des genes cibles de la voie Notch pourrait inhiber la differenciation et favoriser 
la proliferation cellulaire voire contribuer a la transformation cellulaire.
1.2 Les reeulateurs de la transcription dependante de la voie Notch
1.2.1 La modulation de la formation du complexe transcriptionnel et la relocalisation de 
NIC
Le potentiel transcriptionnel de NIC est module de diverses fagons. Tout d’abord, il 
a ete demontre que la proteine P-catenine pouvait moduler 1’ activite de NIC1. Par essais 
luciferases, il a ete observe que le potentiel transcriptionnel dependant de CSL ainsi que 
l’activite du promoteur d’Hesl sont augmentes suite a la surexpression de la P-catenine et 
de NIC1 (Jin YH et al, 2009). Aussi, il a ete demontre que la p-catenine interagit 
directement avec NIC1 en s’associant a sa region N-terminale. Ainsi, la p-catenine permet 
de cooperer avec NIC 1 dans le recrutement de divers co-activateurs et le relachement des 
represseurs transcriptionnels afin de favoriser la transcription. De plus, il a ete demontre 
que l’interaction entre les deux proteines induit leur stabilisation proteique en empechant 
leur ubiquitination et leur degradation subsequente par le proteasome (Jin YH et al, 2009). 
D a egalement ete demontre que la caseine kinase 2 (CK2) phosphoryle NIC dans son 
domaine Ankyrine afin de favoriser la formation du complexe NIC, CSL et Mastermind
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(Ranganathan P et al, 2011 A). La CK2 module done positivement 1’activation de la 
transcription Notch 1, 2 et 3 dependante. D a egalement ete demontre que des modifications 
post-traductionnelles de NIC1 impliquant la phosphorylation peuvent etre associees a une 
localisation cellulaire differente. Par exemple, il a ete observe qu’AKT induit la 
phosphorylation de NIC1 afin de permettre sa relocalisation au niveau du cytoplasme (Song 
J et al, 2008). Ainsi, cette etude suggere que le potentiel transcriptionnel de NIC1 peut etre 
reduit suite k l’activation d’AKT puisqu’il n’est plus disponible au noyau pour induire la 
transcription.
1.2.2 La modulation des niveaux proteiques de NIC
D a ete demontre que 1’activite transcriptionnelle dependante de Notch pouvait etre 
modulee par le complexe Cycline C/CDK8 (Fryer CJ et al, 2004). En effet, Mastermind qui 
est capable de lier NIC1, interagit aussi directement avec CDK8 via son domaine 
d’activation acide. D a ete demontre que le complexe Cycline C/CDK8 peut phosphoryler 
NIC1 dans son domaine PEST. II a ete montre que ces modifications post-traductionnelles 
servaient de signaux afin de recruter la E3-ubiquitine ligase, Fbw7 permettant ainsi l’ajout 
d’ubiquitines et la degradation de NIC1 par le proteasome (Fryer CJ et al, 2004). Ainsi, les 
phosphorylations de NIC1 induites par le complexe Cycline C/CDK8 ont ete associees k 
une diminution de la transcription dependante de Notch.
Egalement, il a ete suggere que la stabilite proteique de NIC1 peut etre modulee 
positivement. Une proteine decrite pour etre impliquee dans ce processus est p300. En 
induisant l’acetylation de NIC1, p300 modifie sa stabilite proteique (Popko-Scibor AE et 
al, 2011). D a ete demontre que ces modifications de NIC1 necessitent son domaine NLS en 
C-terminal qui contient les lysines essentielles a Faction de la p300. De plus, Mastermind 
est indispensable a l’acetylation de NIC1 par la p300. II agit en creant un pont physique 
entre les deux proteines permettant une amplification de l’effet de la p300. Cependant, 
Mastermind, en favorisant le recrutement de la kinase CDK8 induit egalement la
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phosphorylation de NIC1 qui est associee a sa degradation. Ainsi, une balance entre les 
niveaux d’acetylation de NIC1 induits par la p300 et de phosphorylation induits par CDK8 
serait creee par Mastermind. Ceci influencerait la degradation de NIC 1 par le proteasome 
(Popko-Scibor AE et al, 2011; Fryer CJ et al, 2004). Un desequilibre dans cette balance est 
susceptible d’apporter des changements dans 1’expression de NIC1. Egalement, il a ete 
demontre que l’acetylation de NIC1 a un effet protecteur sur son ubiquitination puisque les 
phosphorylations induites par CDK8 sont reprimees (Popko-Scibor AE et al, 2011). Ainsi, 
l’acetylation de NIC1 reprime l’activation de la ligase d’ubiquitines Fbw7 et induit une 
stabilisation plus importante de la proteine. Done, le potentiel transcriptionnel de NIC1 est 
favorise par la p300.
Une autre proteine connue pour jouer un r61e sur les niveaux d’acetylation de NIC1 
est Sirtl (Guarani V et al, 2011). Celle-ci est une deacetylase qui selon des etudes in vitro 
agit directement sur NIC1. A 1’inverse de la p300, elle favorise la degradation de NIC1 en 
faisant pencher la balance vers les phosphorylations inhibitrices de l’activite 
transcriptionnelle de NIC1. Done, 1’ubiquitination de NIC1 est superieure suivant sa 
deacetylation par la Sirtl. II a aussi ete demontre que la stabilite de NIC1 peut etre 
augmentee suivant 1’inhibition de la Sirtl (Guarani V et al, 2011). Alors, 1’activite 
transcriptionnelle de NIC1 est reduite suivant sa deacetylation par la Sirtl. Ainsi, la 
presence de NIC n’est pas synonyme d’une signalisation Notch pleinement active puisque 
de nombreuses proteines peuvent y interferer.
1.3 Le pancreas
1.3.1 Son organisation
Le pancreas est un organe essentiel a la digestion du bol alimentaire et a la 
regulation de la glycemie (Fig. 7). Ces deux fonctions sont accomplies par le pancreas 
exocrine et endocrine respectivement. La partie exocrine contient les cellules acinaires qui
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Figure 7 : Le pancreas
Common bile duct
Duodenum
N ative He views f C ancer
A. Structure anatomique du pancreas
B. Partie exocrine du pancreas comportant les canaux ductales et les acinis
C. Organisation cellulaire d’un acini compose de cellules ductales et de cellules acinaires
D. Dot pancreatique endocrine incorpore dans le tissu exocrine 
(Tire de Bardeesy N et DePinho RA, 2002)
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forment 90 % de la masse du pancreas. Ces cellules sont essentielles h la production 
d’enzymes digestives comme l’amylase et l’elastase. Les cellules ductales assurent aussi 
une fonction exocrine puisqu’elles secretent du mucus et des bicarbonates afin d’agir 
comme une barri&re physique pour les pathogenes en plus de tamponner le pH dans les 
conduits digestifs. La fonction endocrine est quant a elle accomplie par les llots de 
Langerhans du pancreas composes des cellules a qui produisent le glucagon et des cellules 
P qui secretent de l’insuline. De plus, les cellules 8 et PP liberent la somatostatine et le 
polypeptide pancreatique respectivement (Bardeesy N and DePinho RA, 2002).
1.3.2 Le cancer du pancreas
1.3.2.1 Les generalites
Une pathologie associee au pancreas est l’adenocarcinome pancreatique qui 
represente la 4e cause de deces par cancer au Canada. La mediane de survie est tr&s faible et 
s’approche de six mois. II n’existe pas de marqueurs precoces specifiques pour 
diagnostiquer le cancer du pancreas ce qui contribue a la detection tardive de la maladie. 
Egalement, les traitements utilises sont peu efficaces contribuant au faible taux de survie de 
ce cancer (Bardeesy N and DePinho RA, 2002). Le modele actuel de carcinogenese 
pancreatique suggere que le cancer se developpe a partir d’une cellule epitheliale 
pancreatique devenue metaplasique (Fig. 8). La metaplasie progresse pour devenir des 
lesions pre-cancereuses de type neoplasique intraepithelial pancreatique (PanIN). Ces 
lesions evoluent selon les stades un a trois. L’acquisition de nouvelles modifications 
genetiques et epigenetiques permet l’etablissement de l’adenocarcinome pancreatique 
(PDAC) (Bardeesy N and DePinho RA, 2002). Diverses voies de signalisation y sont alors 
activees et permettent de favoriser la croissance tumorale. Suite au sequengage de 24 
echantillons de cancers du pancreas humains, des recherches recentes ont permis 
d’identifier 12 voies de signalisation et mecanismes cellulaires importants au cours de la 
carcinogenese pancreatique (Jones S et al, 2008) (Fig. 9). H a ete demontre que les 
processus d’invasion, d’adhesion cellulaire homophilique, d’apoptose, du controle des
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Figure 8 : Le cancer du pancreas
Le cancer du pancreas debute avec de la metaplasie cellulaire. La metaplasie se transforme 
graduellement en lesion pre-neoplasique lors des stades PanIN 1A a 3 avant de culminer au 
stade neoplasique de l’adenocarcinome pancreatique (PDAC).
(Modifiee de Bardeesy N et DePinho RA, 2002)
Figure 9 : La carcinogenese pancreatique chez l’humain
C anc er
P a n c r e a t i q u e
Invasion
Les 12 voies et mecanismes cellulaires importants dans le cancer pancreatique. 
(Modifie de Jones S et al, 2008)
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dommages a l’ADN et du controle de la transition entre les phases Gl/S y sont modules. De 
plus, diverses voies de signalisation y jouent un grand role telles les voies du TGFp, de 
JNK, des integrines, de Wnt, des Hedgehog et des petites GTPase (Jones S et al, 2008). On 
y suggere aussi Fimportance de la voie Notch mais egalement de la signalisation KRas.
1.3.2.2 L’implication de la voie KRas/Raf/Mek/Erk dans le cancer pancreatique
Le cancer pancreatique est le cancer avec la plus haute frequence de mutation Ras. 
En effet, la mutation KRasG12D est presente dans 85 % des adenocarcinomes 
pancreatiques (Bardeesy N and DePinho RA, 2002). La presence d’une mutation de KRas 
chez le cancer du pancreas humain est d’ailleurs signe d’un mauvais pronostique (Hruban 
RH et al, 1993). Ras est une petite proteine G qui, sous sa forme liant le GTP, permet 
l’activation de diverses cascades de signalisation en aval dont la voie PI3K et RalGEF 
(Linardou H et al, 2011) (Fig. 10). La famille Ras comprend NRas, HRas et KRas (Lievre 
A et Laurent-Puig P, 2010). KRas est la plus souvent activee dans les cancers. Les 
proteines Ras participent a 1’activation de la serine/threonine kinase Raf qui transmet par la 
suite le signal aux kinases Mekl/2 puis aux Erkl/2 (Linardou H et al, 2011). L’action 
globale de la signalisation Raf/Mek/Erk est surtout associee a la modulation de l’activite de 
divers facteurs de transcription (Chappell WH et al, 2011; Reiner DJ, 2011). Pour 
demontrer l’importance de la signalisation KRas dans la carcinogenese pancreatique, des 
souris exprimant un allele mute de KRas, KRasG12D, specifiquement dans le tissu 
pancreatique ont ete generees. II a ete demontre que ces souris developpent, dans 10% des 
cas, des adenocarcinomes suivant un temps de latence de neuf mois (Hingorani SR et al, 
2003; Habbe N et al, 2008; Logsdon CD and Ji B, 2009). Ces resultats suggerent que 
Fexpression seule d’un KRas mute est suffisante pour initier et promouvoir la 
carcinogenese pancreatique. D’autres modeles murins ont ete generes afin d’etudier le r61e 
de la mutation KRasG12D dans le cancer du pancreas en combinaison avec la deletion de 
divers acteurs cellulaires dont Smad4 (Izeradjene K et al, 2007), TP53 (Hingorani SR et al,
20
Figure 10 : La voie de signalisation KRas
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La voie KRas mene a 1’activation de diverses cascades dont la voie PI3K et RalGef et a la 
cascade de phosphorylation impliquant les proteines kinases Raf, Mek et Erk. La 
signalisation KRas est associee a la modulation de Factivite de divers facteurs de 
transcription.
(Modifiee de Source BioScience, PharmaBiotech)
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2005) et pl6 (Aguirre AJ et al, 2010). Dans ces modeles murins, il a ete vu que la deletion 
de Smad4, TP53 ou pl6 mene a la formation plus precoce d’adenomes pancreatiques 
comparativement au module ne comportant que la mutation KRasG12D. Ainsi, ces resultats 
suggerent que d’autres signaux intracellulaires peuvent collaborer avec la voie KRas pour 
promouvoir la carcinogenese pancreatique. Tous ces modeles murins ont permis de mieux 
comprendre la transformation des cellules pancreatiques vers le cancer proprement dit. 
Ainsi, la signalisation induite par Ras semble suffisante pour initier la transformation des 
cellules epitheliales pancreatiques. En parallele, les resultats issus des lignees cellulaires 
ont permis de demontrer que la signalisation en aval de Ras est egalement importante pour 
le maintien de l’etat transforme des cellules pancreatiques tumorales humaines. 
Particulierement, la voie Raf/Mek/Erk semble y jouer un role important. D’abord, la 
presence d’une forte phosphorylation des Mekl/2 et des serine/threonine kinases Erkl/2 en 
aval, temoignant de l’activation de cette voie, a ete observee dans quatre lignees cellulaires 
pancreatiques tumorales humaines possedant une mutation KRas (Lee KH et al, 2003). D a 
egalement ete demontre que 1’inhibition des Mekl/2 par l’inhibiteur specifique PD98059 
amene une reduction de 1’ incorporation de thymidine dans les lignees pancreatiques 
tumorales humaines : PANC-1 (Ding XZ and Adrian TE, 2001) et MiaPaCa-2 (Boucher MJ 
et al, 2000). Egalement, il a ete vu qu’en condition de privation de serum, l’inhibition des 
Mekl/2 mene h la mort cellulaire des MiaPaCa-2 (Boucher MJ et al, 2000). Enfin, il a ete 
demontre que 1’inhibition des Mekl/2 induit une diminution de la secretion des 
metalloproteinases MMP 2 et 9 dans le milieu extracellulaire (Lee KH et al, 2003) 
suggerant 1’implication de la cascade Mek/Erk dans le processus d’invasion. Ainsi, la voie 
des kinases Mek/Erk semble jouer un r61e preponderant, en aval de la signalisation Ras, 
dans la carcinogenese pancreatique via son implication dans divers processus cellulaires.
1.4 La voie Notch au niveau du pancreas
1.4.1 Le rdle de la voie Notch au cours du developpement pancreatique
La voie Notch est importante durant le developpement du pancreas. Tout d’abord, la
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voie Notch est essentielle a la proliferation des cellules pancreatiques progenitrices. II a 
etedemontre que le g£ne cible de la voie Notch, Hesl, induit une repression de l’expression 
de l’inhibiteur du cycle cellulaire p57 afin de favoriser la proliferation des cellules 
pancreatiques progenitrices (Georgia S et al, 2006). De plus, Hesl joue un role au niveau 
de la differenciation des cellules pancreatiques. En effet, il a ete demontre qu’Hesl rdprime 
l’expression du facteur de transcription Ngn3 prevenant ainsi la differenciation des cellules 
pancreatiques progenitrices (Edlund H, 2001). Done, la voie Notch participe h la 
determination cellulaire au cours du developpement pancreatique. Tres peu d’activite de la 
voie Notch est detectee chez le pancreas adulte probablement due a la faible capacite 
proliferative de cet organe (Jensen JN et al, 2005).
1.4.2 Le role de la voie Notch dans un modele de regeneration pancreatique
Malgre la faible activite de la voie Notch au niveau du pancreas adulte, il a ete 
demontre que cette voie peut etre reactivee chez 1’ adulte dans des modeles murins de 
proliferation cellulaire pancreatique. II a ete observe chez les souris que le traitement aigii a 
la ceruieine induit d’abord une degenerescence du pancreas associee par la suite a une 
proliferation cellulaire importante (Jensen JN et al, 2005; Carriere C et al, 2009). Dans ce 
modele, il a ete observe une reactivation transitoire de la voie Notch qui correle avec des 
niveaux importants de proliferation cellulaire pancreatique. La reactivation de la 
signalisation Notch a ete observee grace k des niveaux d’expression plus forts des ARNm 
de Notch 1, Jagged2 et d’Hesl. Suivant la regeneration tissulaire compietee, il y a 
diminution de l’activite de la voie Notch a des niveaux basaux. Ainsi, cette signalisation 
semble associee au phenomene de proliferation cellulaire dans le pancreas en regeneration.
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1.4.3 Le role de la voie Notch dans la carcinogenese pancreatique
Des etudes realisees sur des echantillons de pancreas humains sains et tumoraux ont 
demontre une plus forte expression de FARNm des composantes de la voie Notch telles 
Delta 1, Jagged 1 et 2, Notch 1 a 4 dans les tissus tumoraux comparativement aux tissus sains 
(Biichler P et al, 2005). De plus, cette augmentation correle avec des niveaux d’expression 
plus importants des genes cibles, soit Hesl et Heyl dans les tissus cancereux pancreatiques 
humains appuyant 1’activation aberrante de la voie Notch dans le tissii pancreatique 
cancereux (Miyamoto Y et al, 2003).
Plusieurs modeles murins de carcinogenese pancreatique ont ete generes pour mieux 
caracteriser la voie de signalisation Notch dans le cancer pancreatique. Ces modeles murins 
de carcinogenese pancreatique semblent recapituler le cancer du pancreas chez l’humain 
puisque 1’on peut y constater la formation de structure comportant de la metaplasie 
cellulaire qui se transforme au fil du temps en adenocarcinomes pancreatiques (Kimura K 
et al, 2007). II est possible d’y discemer aussi une reexpression de marqueurs des cellules 
pancreatiques progenitrices comme Pdx-1. De plus, on y observe entre autres une 
reactivation de la voie Notch (Kimura K et al, 2007). Cette augmentation de l’activite de 
Notch est d’autant plus importante au fil de la progression du cancer du pancreas murin. 
Cet effet est observe a travers les lesions precancereuses (PanIN) jusqu’aux adenomes 
pancreatiques (PDAC) bien developpes. On peut y remarquer aussi une augmentation 
croissante des genes cibles de la voie Notch : Hesl, Heyl et 2 (Plentz R et al, 2009). Une 
autre etude a permis d’y observer une augmentation de l’expression du recepteur Notchl 
(Kimura K et al, 2007). Cet effet peut etre associe a une activation plus importante de la 
voie Notch puisque dans ce modele murin de carcinogenese pancreatique, on y constate 
aussi 1’expression plus elevee d’Hesl (Kimura K et al, 2007). De plus, la voie Notch est 
requise a des stades precoces de neoplasie. Elle est aussi maintenue lors de la formation des 
lesions precancereuses (Kimura K et al, 2007). Egalement, on a constate qu’une activation 
aberrante de la voie Notch dans le pancreas murin mene a des phenomenes de metaplasie 
associes a une expansion d’une population de cellules precurseurs indifferenciees dans la
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partie exocrine du pancreas (Miyamoto Y et al, 2003). Une activation aberrante de la voie 
Notch a egalement ete detectee dans divers types de cancer tels que le cancer du sein, du 
cerveau, du colon et dans les myelomes suggerant un role important de cette voie de 
signalisation dans le processus tumorigenique (Leong KG and Karsan A, 2006).
Afin de confirmer Fimplication de la signalisation Notch dans la carcinogenese 
pancreatique, des etudes recentes ont evalue l’effet de l’inhibition de la voie Notch dans la 
progression tumorale en utilisant un modele murin exprimant un KRas mute (G12D) 
combine a la suppression d’une des alleles codant pour p53 dans le pancreas. Les souris 
transgeniques issues de ces modifications developpent de fa<jon spontanee des 
adenocarcinomes pancreatiques (Plentz R et al, 2009). D a ete etabli que l’inhibition du 
complexe gamma-secretase par le MRK-003 menant au blocage du clivage de Notch induit 
une diminution d’expression de la proteine Hesl dans ce modele murin de tumorigenese 
pancreatique (Plentz R et al, 2009). De fagon interessante, il a ete remarque que l’inhibition 
du complexe gamma-secretase bloque totalement la formation des adenocarcinomes 
pancreatiques dans ce module murin (Plentz R et al, 2009). Egalement, il a ete observe que 
des doses croissantes d’inhibiteur du complexe gamma-secretase induisent une inhibition 
de la croissance cellulaire telle que mesuree par decompte cellulaire autant dans les lignees 
cellulaires murines provenant de PanIN que de PDAC (Plentz R et al, 2009). D a aussi ete 
demontre que ce traitement au MRK-003 mene a une reduction de la croissance en 
independance d’ancrage (agar mou) de ces memes lignees de PDAC. Ainsi, ces resultats 
suggerent que 1’inhibition de la voie Notch previent la progression tumorale induite par 
KRasG12D.
II a aussi ete demontre que la suractivation de la voie Notch favorise un caractere 
plus invasif dans les cellules pancreatiques tumorales humaines lors d’un essai en matrigel 
(Biichler P et al, 2005). De plus, les facteurs de croissance FGF et VEGF sont secretes en 
plus grande quantite suivant la suractivation de la voie Notch dans ces memes cellules 
(Biichler P et al, 2005). Ces facteurs contribuent a la survie et a la proliferation des cellules 
pancreatiques humaines (Liu ZB et al, 2006; Wente W et al, 2006; Klein T et al, 2009). 
Egalement, il a ete demontre que l’activation de la voie Notch par Jaggedl ou Deltal mene
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a l’augmentation de la secretion d’angiogenine qui suggere un potentiel angiogenique plus 
important dans les cellules pancreatiques tumorales humaines (Biichler P et al, 2005). Des 
etudes ont aussi demontre que 1’inhibition de la voie Notch dans des lignees pancreatiques 
tumorales humaines comme BxPC-3 induit la diminution de la cycline D1 qui correle avec 
une reduction de la croissance cellulaire (Kimura K et al, 2007). De plus, l’inhibition de la 
voie Notch reduit la capacite des cellules BxPC-3 a croitre en independance d’ancrage (Vo 
K et al, 2011). Dans leur ensemble, les resultats de la litterature suggerent que l’activation 
aberrante de la voie Notch pourrait contribuer a la progression tumorale et favoriserait le 
maintien de l’etat transforme des cellules pancreatiques tumorales humaines.
1.5 La cooperation entre les voies Notch et KRas
1.5.1 La collaboration entre les voies Notch et KRas dans la carcinogenese pancreatique
Comme KRas est mute dans plus de 85% des cas de cancer pancreatique et que 
l’activation aberrante de la voie Notch est egalement un evenement frequent observe dans 
cette maladie chez l’humain, des etudes ont voulu determiner s’il pouvait exister une 
collaboration entre les voies KRas et Notch dans la carcinogenese pancreatique (De La O 
JP and Murtaugh LC, 2009; De La O JP et al, 2008). Ds ont utilise un modele murin 
d’expression d’un KRasG12D au niveau du pancreas combine ou non a la surexpression 
d’un NIC1. Ds ont demontre que ces souris developpent des lesions precancereuses selon 
differents niveaux d’agressivite. Les tissus pancreatiques de souris surexprimant un NIC1 
demontrent de faibles indices de metaplasie. Par contre, ceux des souris comportant une 
mutation de KRas au niveau de leur pancreas developpent un nombre plus important de 
lesions precancereuses (De La O JP et al, 2008). Ce qui est tres interessant, c’est que la 
combinaison d’un NIC1 et d’un KRas mute induit une augmentation drastique du nombre 
de lesions precancereuses. De plus, ils ont observe que ces lesions apparaissent plus 
precocement chez les modeles murins de surexpression combinee comparativement aux 
modeles simples (De La O JP et al, 2008). Egalement, l’expression d’un KRasG12D et 
d’un NIC1 agit en synergie pour promouvoir la reprogrammation des cellules pancreatiques
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acinaires en cellules ductales. En effet, cette etude realisee en immunofluorescence 
demontre la perte de 1’expression de 1’amylase acinaire en faveur plutot de celle d’un 
marqueur ductal, CK19 (De La O JP et al, 2008). Ces changements etaient associes a une 
proliferation plus grande de ces cellules. Ainsi, les voies de signalisation Notch et KRas 
semblent cooperer afin de favoriser le developpement de lesions pancreatiques 
precancereuses.
1.5.2 La collaboration entre les voies Notch et KRas dans la carcinogenese mammaire
Cette collaboration entre Notch et KRas a egalement ete observee dans le cancer du 
sein. Tout d’abord, il a etd remarque que les differentes composantes de la voie Notch 
soient Notchl a 4, Jaggedl, 2 et Deltal, 2 sont surexprimees dans des tissus humains 
tumoraux de glandes mammaires comparativement a des tissus sains. De plus, les tissus 
cancereux de glandes mammaires demontrent une augmentation de l ’activite de la voie 
Notch (Mittal S et al, 2009). Ceci a ete observe par une expression plus importante de 
NIC1. Aussi, les genes cibles de la voie Notch, Hesl et Hes5 sont surexprimes dans les 
tissus tumoraux compares aux tissus sains suggerant que l’activite transcriptionnelle de 
Notch est plus elevee (Mittal S et al, 2009). De plus, les tissus cancereux de glandes 
mammaires possedent une activation de la voie des kinases Mek/Erk detectee par une forte 
phosphorylation des Erk 1/2. H a ete demontre que la lignee cellulaire epitheliale mammaire 
humaine immortalisee HMLE forme des mammospheres spontanement en culture (Mittal S 
et al, 2009). La formation des mammospheres represente bien la tumorigenese mammaire 
puisqu’elle permet de detecter la presence de cellules capables d’auto renouvellement. Ces 
cellules comportent des caracteristiques de cellule souche, car elles peuvent creer des 
colonies en culture cellulaire uniquement k partir d’une seule cellule (Bachelard-Cascales E 
et al, 2012). D a ete observe que ces cellules HMLE forment un nombre plus important de 
mammospheres suivant la suractivation de la voie Notch (Mittal S et al, 2009). Cependant, 
lorsque la voie Notch est reprimee par le G SII ou le DAPT, des inhibiteurs du complexe 
gamma-secretase, les cellules HMLE demontrent un nombre moindre de mammospheres
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(Mittal S et al, 2009). De plus, il a ete suggere l’existence d’une cooperation entre les voies 
Notch et Ras dans le cancer du sein. Cet effet a ete observe suivant 1’implantation sous- 
cutanee de HMLE chez la souris nue. Ainsi, il a ete remarque que la croissance tumorale est 
nettement superieure pour les cellules surexprimant un Ras mute, HRasG12V, et NIC1 
(HMLE-RasG12V-NIC) comparativement a la lignee parentale HMLE ou les cellules 
HMLE-RasG12V et HMLE-NIC. Egalement, il a ete demontre que c’est particulierement la 
voie Mek/Erk, en aval Ras, qui participe a cette cooperation Ras et Notch dans la 
tumorigen&se de la glande mammaire. En effet, different mutants de HRas ont ete generes 
afin d’activer specifiquement la voie Raf/Mek/Erk, la voie PI3K/AKT ou la voie RalGEF 
(Mittal S et al, 2009). Suivant la surexpression combinee d’un de ces mutants de HRas avec 
NIC1, il a ete remarque que c’est la voie Ras passant par la voie des kinases Raf/Mek/Erk 
qui coopere avec la voie Notch dans les HMLE lors d’un essai en independance d’ancrage 
(agar mou) (Mittal S et al, 2009). Done, il semble que ce soit principalement la voie des 
kinases Mek/Erk, en aval de Ras, qui potentialise avec la voie Notch pour promouvoir la 
tumorigenese de la glande mammaire. Ainsi, les voies de signalisation Notch et Ras 
collaborent dans divers modeles de tumorigenese, tel que le cancer du pancreas et le cancer 
du sein. Cependant, les mecanismes moleculaires et cellulaires regissant cette cooperation 
ne sont pas definis.
1.6 Hvpothese de recherche et obiectifs
Le laboratoire de la Pre Marie-Josee Boucher de l’Universite de Sherbrooke, Qc, 
Canada s’interesse a determiner l’impact de la modulation de la voie Mek/Erk sur l’activite 
de la voie Notch puisque ces deux signalisations semblent etre inter-reliees. Etonnamment, 
des etudes non publiees dans ce laboratoire ont demontre que l’inhibition specifique des 
Mek par le U0126 amene une diminution de l’expression de la proteine Hesl dans les MLA 
PaCa-2 en immunofluorescence suggerant que la voie Mek/Erk pourrait moduler 
positivement la voie de signalisation Notch. Des recherches futures pourraient y apporter 
des elements cles afin de mieux comprendre la synergie existante entre ces deux voies de
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signalisation. Toutes les recherches precedentes ont eveille diverses questions auxquelles je 
voulais trouver une reponse. Ainsi, ceci m’a permis de poser mon hypothese de recherche 
qui etait que la cascade KRas/Raf/Mek/Erk favorise la transcription induite par la voie de 
signalisation Notch.
Mes objectifs etaient premierement de determiner 1’impact de la voie Mek/Erk sur 
l’expression de Notch 1 clive (NIC1). Des evidences dans le laboratoire nous ont permis de 
determiner que l’activation de la voie Mek/Erk avait un effet non pas sur l’expression de 
NIC1 mais favorisait plutot un retard de migration sur gel SDS-PAGE. Deuxiemement, 
puisque l’inhibition de la voie Mek/Erk menait a la diminution de l’expression d’Hesl et 
qu’elle induisait un retard de migration de NIC1, il etait important de clarifier l’effet de 
cette voie sur son activite transcriptionnelle.
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1 Les inhibiteurs et activateurs signaletiques
Afin de moduler negativement la voie de signalisation Notch, nous avons utilise un 
inhibiteur specifique du complexe gamma-secretase, le DAPT (Calbiochem, Canada) (Li S 
et al, 2012) a une concentration de 25 pM finale dans le milieu. A l’inverse, pour favoriser 
le clivage de Notch, nous avons employe un chelateur de cations, l’ethylene glycol 
tetraacetic acid (EGTA, Sigma Aldrich, Canada) (Popko-Scibor AE et al, 2011) h une dose 
finale de 10 mM. D’autre part, pour moduler de fagon negative la voie de signalisation 
Mek/Erk, nous avons traite les cellules avec un inhibiteur specifique de Mekl/2, le U0126 
(Cell signaling, Canada) (Marampon F et al, 2011) a une concentration de 10 pM finale. 
Afin d’activer la voie Mek/Erk, nous avons utilise le phorbol-12-myristate 13-acetate 
(PMA, Sigma Aldrich, Canada) & une dose de 100 nM finale, un activateur des proteines 
kinases C (PKC) menant a une activation forte et soutenue des Erk (Suzuki T et al, 2002). 
Pour evaluer la stabilite de Notch 1 clive (NIC1), nous avons traite les cellules avec un 
inhibiteur de la synthese proteique agissant specifiquement sur la sous-unite 60S des 
ribosomes soit le Cycloheximide (CHX, Sigma Aldrich, Canada) (Nishide SY et al, 2012) a 
une dose de 25 pg/mL finale. Certaines etudes mentionnees dans la discussion ont ete 
realisees avec l’inhibiteur du proteasome, MG132 a une dose de 10 pM pour evaluer la 
stabilite de NIC1 (Zhang L et al, 2011) en reponse a une modulation de la voie Mek/Erk. 
Afin de reprimer la transcription cellulaire, l’Actinomycine D (Sigma Aldrich, Canada) 
(Cervantes-Gomez F et al, 2009) a ete utilisee a une concentration finale de 0,75 pg/mL.
2.2 Les modeles cellulaires
Les experiences ont ete realisees avec deux modeles de cellules pancreatiques 
tumorales humaines: les MIA PaCa-2 et les BxPC-3. Les MIA PaCa-2 possedent une 
mutation de Ras (KRasG12C) alors que les BxPC-3 expriment un KRas de type sauvage
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(Campbell PM et al, 2010). De plus, des etudes de surexpression ont ete realisees avec 
l’aide des HEK293T, des cellules renales embryonnaires humaines exprimant un KRas de 
type sauvage. Les cellules MiaPaCa-2 et HEK293T ont ete cultivees dans du milieu 
DMEM (Wisent, Canada) supplements avec 10 % de serum de veau foetal (FBS) (Wisent, 
Canada), du glutamax 2 mM (Invitrogen, Canada), de l’hepes 0,01 M (Wisent, Canada) et 
du sodium pyruvate 1 mM (Wisent, Canada). Les cellules BxPC-3 ont ete cultivees dans du 
milieu RPMI (Wisent, Canada) contenant 10 % de serum de veau foetal, du glutamax 2 
mM, de l’hepes 0,01 M, du glucose 2,5 g/L (Wisent, Canada) et du sodium pyruvate 1 mM. 
Les cellules ont ete cultivees a 37 °C dans un environnement humide et 5 % CO2 , 95 % air. 
Afin d’ensemencer un nombre equivalent de cellules pour la realisation des experiences, les 
cellules ont ete comptees en duplicata a l’aide d’un hemacytometre (BrightLine, Canada).
2.3 Les constructions d’ADN et la transfection transitoire
Afin de surexprimer NIC1, nous avons utilise le vecteur pLIA contenant une 
sequence codante pour la proteine Notch 1 clive (NIC1) comprenant les acides amines 1753 
a 2531 (Addgene, USA). Aussi, une construction de NIC1 sans son domaine PEST 
(NIC1APEST) incluant les acides amines 1753 a 2292 a ete generee et clone dans le vecteur 
pBABE-neo (Addgene, USA). Ces deux constructions de NIC1 comportaient une etiquette 
Myc en N-terminale. Afin d’activer la voie de signalisation KRas/Raf/Mek/Erk, nous avons 
utilise le vecteur pBABE-puro comprenant une sequence codante pour un KRas mute 
(G12V) (Addgene, USA) ou le vecteur pECE codant pour une Mekl constitutive active ou 
les serines 218 et 222 ont ete mutees en acide aspartique (Mek CA) (Lemieux E et al, 
2011). Une forme sauvage de Mekl (Mek WT) clone dans le vecteur pECE a ete utilisee 
comme controle. Les deux proteines MekWT et MekCA comportaient une etiquette HA. 
Les vecteurs pECE etaient une gracieusete de la Dre Nathalie Rivard, Departement 
d’anatomie et biologie cellulaire, Universite de Sherbrooke, Qc, Canada. Les transfections 
ont ete realisees avec l’aide de la Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Canada) en suivant les 
instructions du manufacturier. Brievement, les cellules HEK293T ont ete ensemencees dans
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un petri de 100 mm pour atteindre 70 % de confluence le lendemain de l’ensemencement. 
16 pL/100 mm de Lipofectamine 2000 ont ete incubes pendant cinq minutes dans 500 pL 
d’OPTI-MEM (Gibco, Canada) (solution A). Pendant ce temps, 4 pg/100 mm d’ADN de 
NIC1 et 8 pg/100 mm de MekWT ou MekCA ou KRasG12V ont ete mis dans 500 pL 
d’OPTI-MEM (solution B). Puis, les solutions A et B ont ete combinees et incubees 
pendant 20 minutes a la temperature ambiante. Pendant ce temps, les cellules ont ete 
rincees deux fois avec 5 mL d’OPTI-MEM, puis 5 mL d’OPTI-MEM ont ete ajoutes au 
petri de 100 mm. Le melange des solutions A et B a ete ajoute aux cellules goutte a goutte. 
Quatre heures plus tard, le milieu a ete remplace par du DMEM supplements avec 10 % 
FBS. 24 heures plus tard, les cellules ont ete trypsinisees et ensemencees egalement dans 
quatre h cinq 60 mm (BD Biosciences, USA) pour obtenir environ 90 % de confluence. Le 
lendemain, les cellules ont ete traitees tel qu’indique puis lysees.
2.4 Les essais luciferases
Premierement, les cellules MiaPaCa-2 ont ete ensemencees dans des plaques de 24 
puits afin d’avoir une confluence de 70 % le lendemain pour effectuer la transfection. 
D’abord, 0,5 pL par puit de Lipofectamine 2000 a ete incube cinq minutes dans 50 pL 
d’OPTI-MEM (solution A). Entre-temps, 0,1 pg par puits des constructions appropriees soit 
CSL-12X-Luc (Jin S et al, 2008) contenant 12 fois la repetition du site consensus de liaison 
a l'ADN de CSL place en amont du gene de la luciferase de la mouche a feu ou Hesl-Luc 
(Jarriault S et al, 1995) comprenant la sequence promotrice d’Hesl en amont de la meme 
luciferase a ete ajoute a 50 pL d’OPTI-MEM (solution B). De plus, 0,0015 pg par puits de 
la construction de la luciferase de Renilla sous le promoteur de SV40 (Promega, USA), 
pour normaliser les resultats, a ete ajoute a cette solution. Puis, les solutions A et B ont ete 
combinees et incubees 20 minutes a la temperature ambiante. Les cellules ont ete lavees 
deux fois avec de l’OPTI-MEM et la solution A + B a ete ajoutee dans un volume final de 
500 pL, complete avec l’OPTI-MEM. Six heures plus tard, le milieu a ete remplace par du 
DMEM supplement^ avec 10 % FBS. Suivant 24 heures de transfection, les cellules ont ete
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traitees avec les inhibiteurs ou les activateurs respectifs. Par la suite, la quantification de la 
luminosite dependante de la luciferase de la mouche a feu et de la Renilla a ete effectuee a 
l’aide de la trousse Dual-Luciferase reporter assay system (Promega, USA). Brievement, 
les cellules ont ete rincees au PBS IX avant d’etre lysees dans 200 pL de tampon de lyse 
passif IX (Promega, USA) pendant 20 minutes a la temperature ambiante. Ensuite, 50 pL 
de tampon luciferase (Promega, USA) ont ete ajoutes k 100 pL de lysat et la luminosite 
dependante de la luciferase de la mouche a feu a ete mesuree pendant 20 secondes avec un 
lumimometre de type miniLumat LB9506 (EG & G BERTHOLD, Allemagne). Finalement, 
la reaction a ete arretee par l’ajout de 50 pL de tampon Stop & Glow (Promega, Canada), 
avant de mesurer la luminosity dependante de la luciferase de Renilla pendant 20 secondes 
a l’aide du meme luminometre.
2.5 L’extraction des proteines et l’immunobuvardage
Les cellules ont ete lysees dix minutes sur glace dans un tampon triton 1 %, Tris- 
HC1 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 5mM, p-glycerophosphate 40 mM, NaF 50 mM et 
glycerol 10 % auquel des inhibiteurs de proteases ont ete ajoutes extemporanement soit 
1’ortho vanadate 0,2 mM, le PMSF 0,01 mM, l’aprotinine 0,5 ng/mL, la leupeptine 0,5 
ng/mL et la pepstatine 0,7 ng/mL. Les proteines ont ete separees des debris cellulaires par 
centrifugation k 10 000 RPM pendant dix minutes a 4 °C (Fisher Scientific, accuSpin Micro 
17, Canada). Le sumageant contenant les proteines a ete recupere, puis les concentrations 
proteiques ont ete determinees avec l’aide de la trousse BCA en suivant les instructions du 
manufacturier (Thermo scientific, USA). Les echantillons ont ete doses en triplicata. Une 
courbe standard a ete etablie avec l’albumine de serum bovine (BSA).
Pour l’immunobuvardage, des quantites equivalentes de proteines ont ete preparees. 
Les proteines ont ete denaturees par l’ajout de Laemmli 4X et le volume a ete ajuste 
uniformement afin d’obtenir une concentration finale de Laemmli IX (Tris-HCl 0,125 M, 
SDS 0,575 %, glycerol 2,5 %, PMSF 1 mM, bleu de bromophenol 0,00125 % et [3-
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mercaptoethanol 5 %). Puis, les echantillons prepares ont ete chauffes cinq minutes a 95 °C 
avant d’etre deposes et separes sur gel SDS-PAGE. Les proteines ont ete transferees (220 
mA pendant six heures) sur membrane de nitrocellulose 0,45 pm (GE Healthcare, Canada) 
dans un tampon contenant du Tris 25 mM, Glycine 192 mM et Ethanol 10 %. Les 
membranes ont ete colorees avec une solution de Ponceau Rouge (0,2 % Ponceau S et 
0,304 % Acide Trichloroacetique) et decolorees avec de l’eau distillee. Les membranes ont 
ete bloquees avec du lait en poudre 5 % dans du PBS IX (137 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 8,1 
mM Na2HP(> 4  et 2 mM KH2PO4 ) et Tween-20 0,05 % pendant une heure a la temperature 
pifece. Ensuite, les membranes ont ete incubees toute la nuit a 4 °C avec T anticorps primaire 
(voir Tableau 1). Les membranes ont par la suite ete lavees trois fois dix minutes avec du 
PBS IX et Tween-20 0,05 % (PBS-T) a la temperature ambiante. Ensuite, les membranes 
ont ete incubees avec 1’anticorps secondaire (voir Tableau 2) a la temperature ambiante 
pendant une heure. Enfin, les membranes ont ete lavees trois fois dix minutes avec du PBS- 
T et une fois dix minutes avec du PBS IX a la temperature de la piece. Les membranes ont 
ete incubees une minute dans la solution de revelation finale (melange 1 : 10 mL de Tris 
0,1 M pH 8,5, 50 pL d’Acide coumarique 90 mM et 100 pL de Luminol 250 mM ajoute au 
melange 2 : 10 mL de Tris 0,1 M pH 8,5 et 6 pL de H2O2 30 %, solution finale Tris 0,1M, 
0,225 mM Acide coumarique, 1,25 mM Luminol, H2O2 0,009 %).
2.6 Les immunoprecipitations
Afin d’eliminer les interactions non-specifiques avec les billes de proteines-G- 
sepharose, une etape de pre-lavage des extraits proteiques a ete effectuee. Pour ce faire, les 
lysats proteiques ont ete incubes 30 minutes avec 40 pL de billes de proteines-G-sepharose 
prealablement lavees quatre fois dans du tampon triton. Les echantillons ont ete centrifuges 
15 secondes a 2000 RPM et les proteines-G-sepharose eliminees. Par la suite, 5 pL 
d’anticorps anti-Myc par echantillon de 1000 pg de proteines ont ete ajoutes et les 
echantillons ont ete incubes pendant trois heures a 4 °C sous agitation. Puis, 55 pL de billes 
de proteines-G-sepharose ont ete ajoutes aux immunocomplexes et le tout a ete incube une
34
Tableau 1 : Anticorps primaires
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heure a 4 °C sous agitation. Les immunocomplexes formes ont ete laves trois fois avec du 
tampon triton suivant des centrifugations a 2000 RPM de 15 secondes avant d’etre 
resuspendus dans 50 pL de Laemmli 4X. Les echantillons ont par la suite ete chauffes a 95 
°C pendant cinq minutes avant de deposer 40 pL sur gel SDS-PAGE. Afin d’evaluer 
1’efficacite de l’immunoprecipitation, 20 pg de proteines du premier sumageant ainsi que 
du lysat total ont egalement ete mis sur gel SDS-PAGE.
2.7 Les essais phosphatases
NIC1 exogene a ete immunoprecipite tel que decrit dans la section 2.6. Cependant, 
avant de resuspendre les immunocomplexes dans le Laemmli 4X, ceux-ci ont ete laves une 
fois avec du tampon phosphatase IX (50 mM Bis Tris-Propane, 1 mM MgCl2 , 0,1 mM 
ZnCh et pH 6,0) et mis dans 500 pL de ce meme tampon. Les immunocomplexes ont ete 
separes egalement en deux fractions de 240 pL et centrifuges 15 secondes k 2000 RPM. 
Ensuite, les immunocomplexes ont ete resuspendus dans 30 pL de tampon phosphatase et 1 
pL (5 Unites) de la Phosphatase Antarctique (New England Biolabs, Canada) a ete ajoute a 
une des fractions. Les immunocomplexes ont par la suite ete incubes a 37 °C pendant 30 
minutes. Enfin, 30 pL de Laemmli 4X ont ete ajoute a chaque echantillon. Us ont par la 
suite ete chauffes a 95 °C pendant cinq minutes avant de deposer 50 pL sur gel SDS-PAGE. 
L’efficacite de l’immunoprecipitationa ete evaluee de la meme maniere qu’a la section 2.6.
2.8 Les essais kinases
NIC1 exogene a ete immunoprecipite tel que decrit dans la section 2.6. Par contre, 
avant de resuspendre les immunocomplexes dans le Laemmli 4X, ceux-ci ont ete laves une 
fois avec du tampon kinase (Tris 0,025 M, EGTA 0,0002 M, acetate de magnesium 0,002 
M, ortho vanadate 0,2 mM, PMSF 0,01 mM, aprotinine 0,5 ng/mL, leupeptine 0,5 ng/mL et
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pepstatine 0,7 ng/mL) et mis dans 650 pL de ce meme tampon. Les immunocomplexes ont 
ete separes egalement en deux fractions de 300 pL et centrifuges 15 secondes a 2000 RPM. 
Ensuite, les immunocomplexes ont ete resuspendus dans 25 pL de tampon kinase contenant 
cette fois-ci de l’ATP 0,0001 M et 1 pL d’ATP marque au P32. 1 pL (1,221 Unite) de 
l’enzyme Erkl active (Millipore, Canada) a ete ajoute a une des fractions. Enfin, les 
echantillons ont ete incubes 30 minutes a 30 °C avant de leur ajouter 25 pL de Laemmli 4X. 
Ils ont par la suite ete chauffes pendant cinq minutes a 95 °C avant de deposer 45 pL sur gel 
SDS-PAGE. L’ATPP32 incorpore a ete detecte par autoradiographie.
2.9 L’extraction d’ARN et la reaction de polymerisation en chaine
L’expression de l’ARNm d’un gene cible de Notch 1 soit Hesl a ete determinee par 
reaction de polymerisation en chaine (PCR). De plus, l’ARNm de Notch 1 et de la Gapdh 
ont ete utilises comme genes de reference. Tout d’abord, l’ARNm des cellules a ete isole 
avec la trousse RNeasy (Qiagen, Canada) en suivant les instructions du manufacturier. 
Brievement, les cellules ont ete rincees deux fois avec du PBS IX froid. Les cellules ont ete 
lysees avec 350 pL de tampon RLT avec du p-mercaptoethanol 1 % en vortexant jusqu’a 
obtention d’une solution homogene. Ensuite, l’ADN genomique a ete elimine avec 
l’application des echantillons sur colonne d’elimination d’ADNg et une centrifugation a 
13 000 RPM pendant 30 secondes. A l’elua, 600 pL d’ethanol 70 % ont ete ajoutes. Les 
echantillons obtenus ont ete appliques sur colonne de toumoiement RNeasy et centrifuges 
15 secondes a 13 000 RPM. Un lavage de 700 pL et un de 500 pL ont ete realises avec le 
tampon RW1 suivis d’une centrifugation de 15 secondes a 13 000 RPM. Un dernier lavage 
de 500 pL a ete effectue sous une centrifugation de deux minutes. Enfin, les ARN totaux 
ont ete elues dans un tube collecteur neuf avec 50 pL d’eau exempt de RNase puis conserve 
a - 80 °C.
La transcription inverse a ete executee avec la trousse de Transcription Inverse 
Quantitect (Qiagen, Canada). 1 pg d’ARN a ete incube pendant deux minutes a 42 °C avec
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12 pL d’eau sterile et 2 pL de tampon d’aneantissement de l’ADNg 7X. Ensuite, les 
echantillons ont ete incubes avec 1 pL de l’enzyme RT, 4 pL de tampon pour la RT 5X et 1 
pL du melange de primer RT pendant 30 minutes a 42 °C. Enfin, la reaction a ete inhibee 
pendant 3 minutes a 95 °C et l’ADNc obtenu a ete conserve a 4 °C.
Une reaction de polymerisation en chaine (PCR) a par la suite ete realisee sur 1 pg 
ADNc avec l’aide de 1,25 unites de l’ADN polymerase Taq Thermopol (New England 
Biolabs, Canada), de 200 pM dNTP (GE Healthcare, Canada), de 0,2 pM d’oligos sens et 
anti-sens (IDT, Canada) et du tampon de reaction ThermolPol IX. Les cycles de 
temperature utilises etaient deux minutes a 94 °C; 30 secondes a 94 °C; 30 secondes it 60 °C 
(Hesl (amorce sens : ctcgtccccggtggctgcta, amorce anti-sens : cgctgcaggttccggaggtg) et 
Notch 1 (amorce sens : gcggtcccaactgccagacc, amorce anti-sens: gcacgggctgagaacgcact)) 
ou 65 °C (Gapdh (amorce sens : gagtcaacggatttggtcgt, amorce anti-sens:
tgctgatgatcttgaggctg)); 30 secondes 72 °C; sept minutes a 72 °C. Les etapes 2 a 4 ont ete 
repetees 35 cycles. Le dixieme des ADNc amplifies en PCR a ete separe sur gel 1,25 % 
agarose (Roche, Canada), TBE 1 X en utilisant une coloration avec le GelRed IX (Biotium, 
USA) pour reveler la presence des ADN avec un appareil projetant des Ultra-Violets 
(Montreal Biotech Inc., Canada). Une tension de 110 V a ete utilisee pendant environ 40 
minutes pour la migration dans un tampon contenant du TBE IX (Tris 89 mM, de l’Acide 
borique 89 mM et de l’EGTA 2 mM).
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3. RESULTATS
3.1 Activation aberrante de Notch 1 dans les cellules pancreatiques tumorales humaines
La voie de signalisation Notch est bien connue pour etre activee dans les cellules 
pancreatiques tumorales humaines, MIA PaCa-2 et BxPC-3 comparativement a des cellules 
non tumorales comme les HEK293T (Biichler P et al, 2005; Nakakura E K. et al, 2005; 
Tang Z and Kadesch T, 2001). Afin de confirmer cette observation, l’activation de la voie 
Notch a ete evaluee dans deux modeles cellulaires d’interet soit les MIA PaCa-2 et les 
HEK293T (Fig. 11). Nous avons detecte l’expression de Notch 1 clive (NIC1) dans les MIA 
PaCa-2 suggerant l’expression et 1’activation de Notch 1 dans ces cellules. De plus, nous 
avons remarque qu’il y a un clivage moins important de Notch 1 dans les HEK293T 
comparativement au MIA PaCa-2. L’expression de la Gapdh a servi de controle des 
niveaux proteiques charges dans les puits du gel SDS-PAGE. Afin d’evaluer si la densite 
cellulaire influen§ait l’activation de Notch 1, l’expression de NIC1 a ete evaluee a differents 
jours suivant l’ensemencement d’un nombre equivalent de cellules. Nous avons observe 
une augmentation de l’expression de NIC1 dans la lignee MIA PaCa-2 en fonction de la 
confluence (Fig. 12A). Des resultats similaires on ete obtenus dans les cellules BxPC-3 
(Fig. 12B). La Gapdh a ete utilisee en tant que reference.
3.2 Le clivage de Notch 1 depend du complexe gamma-secretase
Afin de s’assurer que 1’activation de Notch 1 etait dependante du complexe gamma- 
secretase (De Strooper B et al, 2012), nous avons traite les cellules avec 1’inhibiteur 
specifique DAPT (Li S et al, 2012). Nous avons remarque que le traitement au DAPT 
induisait une diminution de 1’expression de la proteine NIC1 des deux heures et qui etait 
maintenue jusqu’a 24 heures dans les cellules MIA PaCa-2 (Fig. 13A) et BxPC-3 (Fig. 
13B). Ainsi, le traitement avec 1’inhibiteur de gamma-secretase DAPT previent le clivage 
de Notch 1 dans les cellules pancreatiques tumorales humaines.
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Figure 11 : L’activite de Notch 1 dans les MIA PaCa-2 et les HEK293T
$
L’activation de Notch 1 a ete determinee par la detection de NIC1 dans les cellules 
pancreatiques tumorales humaines MIA PaCa-2 et les cellules immortalisees de rein 
humain HEK293T. Les cellules ont ete lysees trois jours suivant l’ensemencement. Puis, les 
proteines ont ete dosees et des quantites equivalentes de proteines ont ete separees sur gel 
SDS-PAGE. L’immunobuvardage a 6t6 realise avec des anticorps specifiques. (n=3)
40
Figure 12 : L’activite de Notchl augmente en fonction de la confluence dans les lignees 







Jour 1 2  3 4
N IC 1
A. 225 OCX) cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees au jour zero. B. 500 000 cellules 
BxPC-3 ont ete ensemencees au jour zero. A et B. Par la suite, les cellules ont ete cultivees 
pendant un, deux, trois ou quatre jours correspondant a 20, 40, 70 et 100 % de confluence 
cellulaire respectivement. Les cellules ont ete lysees, les proteines ont ete dosees puis 
separees sur gel SDS-PAGE. L’immunobuvardage a ete realise avec des anticorps 
specifiques. (n=3)
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Figure 13 : Diminution de l’expression de NIC1 par 1’inhibiteur de gamma-secretase DAPT
A)____________________________________________________________________
MiaPaCa-2





DAPT - 2H 4H 6H 16H 24H
«— NIC1
«— Gapdh
A. 225 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees au jour zero. B. 500 000 cellules 
BxPC-3 ont ete ensemencees au jour zero. A et B. Les cellules ont ete cultivees pendant 
trois jours pour atteindre une confluence cellulaire de 90 %. Ensuite, les cellules ont ete 
traitees pendant 2, 4, 6, 16 ou 24 heures avec l’inhibiteur du complexe gamma-secretase 
(DAPT, 25 pM). Au terme du traitement les cellules ont ete lysees, les proteines ont ete 
dosees puis separees sur gel SDS-PAGE. L’immunobuvardage a ete realise avec des 
anticorps specifiques. (n=3)
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3.3 Forme retardee de NIC1 induite par la voie KRas/Raf/Mek/Erk
Des resultats preliminaires dans le laboratoire avaient demontre que l’inhibition de 
la voie Mek/Erk dans les cellules pancreatiques tumorales humaines reduisait l’expression 
proteique d’Hesl suggerant que la voie Mek/Erk pouvait influencer la signalisation 
emanant des recepteurs Notch. Ainsi, nous nous sommes interesses a savoir quel etait 
l’impact de la modulation de cette voie sur l’expression de NIC1. Pour stimuler la voie 
Mek/Erk, nous avons utilise le PMA, un activateur des PKC dependantes du diacylglycerol 
menant a 1’activation de Raf et connu pour stimuler fortement et de fagon soutenue la voie 
Mek/Erk (Suzuki T et al, 2002). Pour inhiber la voie Mek/Erk, nous avons utilise le 
U0126, un inhibiteur specifique des Mekl/2 (Marampon F et al, 2011). Le traitement des 
cellules avec le U0126 a bloque l’activite des Erk telle que visualise par Finhibition de la 
phosphorylation des Erk sans influencer l’expression totale des Erk (Fig. 14). Ensuite, nous 
avons determine l’expression de NIC1 en fonction de la modulation positive de la voie 
Mek/Erk dans les MIA PaCa-2 (Fig. 14). Nous avons remarque de fagon interessante que le 
traitement de deux et quatre heures des cellules avec le PMA induisait un retard de 
migration de NIC1 (*) compare a Fexpression de NIC1 dans les cellules non-traitees. De 
plus, ces formes de plus haut poids moleculaires de NIC1 induites par le PMA ont ete 
bloquees par le traitement combine avec le U0126. Enfin, le traitement seul avec le U0126 
n’a pas induit de changements significatifs dans Fexpression et la migration de NIC1. 
Done, Factivation de la voie Mek/Erk induit des changements dans la migration de NIC1 
qui sont bloques specifiquement par le U0126.
Pour evaluer si l’impact d’une modulation de la voie Mek/Erk sur la voie Notch 1 
etait specifique aux cellules pancreatiques tumorales humaines MIA PaCa-2, nous avons 
egalement module la signalisation KRas/Raf/Mek/Erk dans la lignee cellulaire HEK293T. 
Precedemment, la voie Notch avait ete determinee dans ce type cellulaire et puisque celle-ci 
semblait etre faible, Fexpression d’un NIC1 exogene a du y etre integree. Afin de moduler 
positivement la voie KRas/Raf/Mek/Erk, nous avons co-transfecte NIC1 avec une forme 
oncogenique de KRas, KRasG12V ou une forme constitutivement active de Mek
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Figure 14 : L’activation de ia voie Mek/Erk entrame un retard sur gel de NIC1 dans les 
MIA PaCa-2
MiaPaCa-2









L’effet de la modulation de la voie Mek/Erk sur l’expression de Notch 1 a ete determine. 
225 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees dans une plaque de 35 mm. Trois jours 
suivant l’ensemencement, les cellules ont ete traitees pendant deux ou quatre heures avec le 
PMA (100 nM). De plus, ce traitement a ete combine ou non avec le U0126 (10 y,M). A la 
suite du traitement, les cellules ont ete lysees, les proteines ont ete dosees et des quantites 
equivalentes de proteines ont ete separees sur gel SDS-PAGE. L’immunobuvardage a ete 
realise avec des anticorps specifiques. (n=5)
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(MekCA). Une version de type sauvage de Mek (MekWT) a ete utilisee comme controle. 
La transfection d’un KRasG12V a induit une augmentation de la phosphorylation des Erk 
comparativement aux niveaux detectes dans les cellules transferees avec MekWT 
demontrant bien 1’activation de la voie Mek/Erk (Fig. 15A). L’activation de la voie 
KRas/Raf/Mek/Erk par la presence d’un KRasG12V a induit un retard de migration de 
NIC1 (*) comparativement au NIC1 exprime dans les cellules controles transferees avec 
une MekWT (Fig. 15A). Ensuite, la voie Mek/Erk a aussi ete modulee grace a la 
transfection d’une MekCA etiquete d’une HA dans les HEK293T. L’activation de la voie 
Mek/Erk par la MekCA a ete demontre par l’augmentation de la phosphorylation des Erk 
dans les cellules transferees avec une MekCA compare a une MekWT et ceci sans moduler 
Fexpression totale des Erk (Fig. 15B). De plus, l’activation de la signalisation Mek/Erk par 
la MekCA a amene un retard de la migration de NIC1 (*) (Fig. 15B) observable par la 
presence plus importante de la bande superieure de NIC1 compare a la MekWT. Enfin, la 
presence equivalente de HA dans les deux echantillons demontre que Fexpression des deux 
constructions MekWT et MekCA etait similaire. Ces resultats suggeraient que 1’ activation 
de la voie Mek/Erk induit une accumulation de formes de plus haut poids moleculaires de 
NIC1. Nous avons egalement evalue l’effet de Factivation de la voie Mek/Erk par le PMA 
dans les cellules HEK293T. Tout d’abord, les cellules ont ete co-transfectees avec un NIC1 
et une MekWT (Fig. 16A). Les cellules ont ete traitees pendant six heures avec le PMA. Le 
traitement au PMA a mene a une augmentation de la phosphorylation des Erk sans moduler 
Fexpression totale des Erk supportant Factivation de la voie Mek/Erk par le PMA (Fig. 
16A). Nous avons observe 1’accumulation de formes de plus haut poids moleculaires de 
NIC1 (*) suivant le traitement des cellules au PMA compare a NIC1 dans les cellules non- 
traitees. Cet effet a ete completement aboli par le traitement combine avec le U0126. 
Cependant, le traitement simple avec le U0126 n’a pas induit de changements significatifs 
dans Fexpression ou la migration de NIC1. En deuxieme lieu, les HEK293T ont ete co- 
transfectees avec un NIC1 et une MekCA. De plus, la voie Mek/Erk a ete fortement activee 
dans ces cellules avec le PMA demontree par la detection des Erk phosphorylees (Fig. 
16B). Ce traitement a induit une accumulation des formes retardees sur gel de NIC (*) (Fig. 
16B). Ce phenomene a ete bloque totalement lors du traitement combine avec le U0126,
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Les cellules HEK293T ont ete ensemencees dans des petris de 100 mm afin d’avoir une 
confluence cellulaire de 70 % le lendemain de l’ensemencement. A. Les cellules ont ete 
transferees avec 4 pg de pLIA-NICl et 8 pg de pBABE-KRasG12V ou de pECE- 
MekWT. B. Les cellules ont ete transferees avec 4 pg de pLIA-NICl et 8 pg de pECE- 
MekWT ou de pECE-MekCA etiquete d’une HA. A et B. Vingt-quatre heures suivant la 
transfection, les cellules ont ete lysees. Les proteines ont ete dosees et separees sur gel 
SDS-PAGE. L’immunobuvardage a ete realise avec des anticorps specifiques.
(A : n=3, B : n=4)
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Figure 16 : Accumulation de formes retardees de NIC1 suite au traitement avec le PMA 
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Les cellules HEK293T ont dte ensemencees dans des petris de 100 mm afin d’avoir une 
confluence cellulaire de 70 % le lendemain de l’ensemencement. Les cellules ont ete 
transfectees avec 4 pg de pLIA-NICl et (A.) 8 pg de pECE-MekWT ou (B.) 8 pg de 
pECE-MekCA ou (C.) 8 pg de pBABE-KRasG12V. A, B et C. Vingt-quatre heures 
suivant la transfection, les cellules ont ete trypsinisees puis ensemencees dans quatre 60 
mm. Le lendemain, les cellules ont ete traitees pendant 6 heures avec le PMA (100 nM) en 
combinaison ou non avec le U0126 (10 pM). Les cellules ont ensuite ete lysees, les 
proteines ont ete dosees et separees sur gel SDS-PAGE. L’immunobuvardage a ete realise 
avec des anticorps specifiques. (n=3)
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Enfin, le U0126 seul n’a pas induit de modification dans fexpression et la migration de 
NICI. Finalement, les HEK293T ont ete co-transfectees avec un NICI et un KRasG12V 
(Fig. 16C). Afin d’activer de fa?on importante la voie Mek/Erk, les cellules ont ete traitees 
avec le PMA (Fig. 16C). Le traitement avec le PMA a induit une accumulation de formes 
de plus haut poids moleculaires de NICI (*). Cet effet a ete bloque par le traitement 
combine avec le U0126. De plus, le simple traitement avec le U0126 n’a pas induit de 
changements significatifs dans la migration sur gel de NICI. Ainsi, ces resultats suggerent 
que factivation de la voie Mek/Erk amene des formes de plus haut poids moleculaires de 
NICI dans des cellules d’origine pancreatique et non-pancreatique.
3.4NICI est une proteinephosnhorvlee
Les Erk etant des serine/threonine kinases, nous avons voulu verifier si ces formes 
retardees correspondaient a des formes phosphorylees de NICI. Pour tester cela, nous 
avons precede a un essai phosphatase. Tout d’abord, nous avons immunoprecipite NICI a 
partir de cellules HEK293T co-transfectees avec NICI, etiquete avec un Myc et une 
MekWT ou une MekCA (Fig. 17). Un essai phosphatase in vitro a 1’aide de la Phosphatase 
Antarctique a par la suite ete realise. Suivant 1’essai phosphatase, nous avons remarque que 
les differentes formes de NICI immunoprecipitees migraient toutes a la meme vitesse 
suggerant que les formes retardees sur gel de NICI correspondaient a des formes 
phosphorylees de NICI. Ainsi, nos resultats suggerent que factivation de la voie Mek/Erk 
favorise 1’accumulation des formes phosphorylees de NICI.
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Les HEK293T ont ete transferees ou non avec 4 pg de pLIA-NICl etiquete Myc et 8 pg de 
pECE-MekWT ou de pECE-MekCa. 24 heures suivant la transfection, les cellules ont ete 
lysees. Puis, NICI a ete immunoprecipite a l’aide d’un anticorps dirige contre Myc. Les 
proteines immunoprecipitees ont ete separees en deux fractions egales. La Phosphatase 
Antarctique (PA) a ete ajoutee a une seule des fractions tel qu’indiqud. Les deux fractions 
ont ete incubees pendant 30 minutes a 37 °C. Ensuite, les immunoprecipites ont ete 
separees sur gel SDS-PAGE. L’immunobuvardage a ete realise avec un anticorps 
specifique contre Myc. (n=3)
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Figure 18 : NICI est phosphorvle par une Erkl in vitro
ATP-32 
Erkl A ctive  
IP m yc (N IC I)
H EK 293T  
N IC I +  M ek W T
p-N IC l
Les HEK293T ont ete transferees avec 4 pg de pLIA-NICl etiquete Myc et 8 pg de pECE- 
MekWT. 24 heures suivant la transfection, les cellules ont ete lysees. Puis, NICI a ete 
immunoprecipite a l’aide d’un anticorps dirige contre Myc. Les proteines 
immunoprecipitees ont ete separees en deux fractions egales. La kinase Erkl active a ete 
ajoutee a une seule des fractions tel qu’indique. De plus, de l’ATP marque au P32 a ete 
ajoute aux deux fractions. Les deux fractions ont ete incubees pendant 30 minutes a 30 °C. 
Ensuite, les immunoprecipites ont ete sdparees sur gel SDS-PAGE. L’incorporation 
d’ATPp32 a ete determinee par autoradiographie. (n =3)
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3.5 NICI est phosphorvle par une Erkl in vitro
Les Erk etant connus pour phosphoryler divers facteurs de transcription (Wiejak J et 
al, 2012), nous avons voulu verifier si les Erk pouvaient directement phosphoryler NICI. 
Afin de determiner cela, nous avons immunoprecipite NICI dans les HEK293T, puis 
precede a un essai kinase in vitro a l’aide d’une version active d’Erkl (Fig. 18). La
32presence de l’enzyme active Erkl a amene une augmentation de 1’incorporation de P sur 
NICI suggerant que les Erk, du moins Erkl, sont en mesure d’induire directement la 
phosphorylation de NICI in vitro. Ces resultats ont pu etre determines grace au fait que 
l’enzyme Erkl a un poids moleculaire tres different de NICI (voir Tableau 1).
3.6 L’effet de la modulation de la voie Mek/Erk sur NIC1APEST
Puisque nos resultats suggeraient que la voie Mek/Erk pouvait influencer la 
phosphorylation de NICI, nous avons voulu determiner s’il y avait des sites sur NICI 
potentiellement cibles par les Erk. Suite a Tanalyse par NetPhos des sequences de Notchl 
humaine et de souris, nous avons decouvert la presence de six sites dans le domaine PEST 
de NICI susceptibles d’etre phosphorylees par les Erk. Selon ces analyses, les serines 2468, 
2489, 2492, 2500 et 2514 ainsi que la threonine 2487 de Notchl humain sont des sites 
potentiels de phosphorylation par les Erk. Nous avons alors genere une nouvelle 
construction de NICI ne comportant pas de domaine PEST. Cette construction nous a 
permis de determiner si la region PEST en C-terminale de NICI contenait des sites de 
phosphorylation par les Erk. Puisque l’activation de la voie Mek/Erk par une MekCA 
menait a des formes retardees de NICI (Fig. 15), la perte de cet effet a ete evaluee sur la 
proteine NIC1APEST. Pour y arriver, les HEK293T ont ete co-transfectees avec la 
construction de NIC1APEST et un vecteur codant pour une MekWT ou une MekCA. Tout 
d’abord, nous avons remarque que Factivation de la voie Mek/Erk par la MekCA n’a pas
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Figure 19 : L’effet de la voie Mek/Erk sur NIC1APEST
A)__________________________________________
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Les cellules HEK293T ont ete ensemencees dans des petris de 100 mm afin d’avoir une 
confluence cellulaire de 70 % suivant 24 heures de culture. Par la suite, les cellules ont ete 
transferees avec 4 pg de pBABE-NICl APEST etiquete Myc et 8 pg de pECE-MekWT ou 
de pECE-MekCA etiquete d’une HA pendant vingt-quatre heures. A. Les cellules ont ete 
ensuite lysees, les proteines ont ete dosees et separees sur gel SDS-PAGE. B. Les cellules 
ont ete lysees. Puis, NICI APEST a ete immunoprecipite a l’aide d’un anticorps dirige 
contre Myc. Les proteines immunoprecipitees ont ete separees en deux fractions egales. La 
Phosphatase Antarctique (PA) a ete ajoutee k une seule des fractions tel qu’indique. Les 
deux fractions ont ete incubees pendant 30 minutes a 37 °C. Ensuite, les 
immunoprecipitations ont ete separees sur gel SDS-PAGE. A et B. L’immunobuvardage a 
ete realise avec des anticorps specifiques tels qu’indiques. (A : n=3, B : resultats 
preliminaires)
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mene a des formes de plus haut poids moleculaires de NICI APEST (Fig. 19 A) 
comparativement aux formes retardees sur gel observees pour NICI (Fig. 15). L’activation 
de la voie Mek/Erk par la MekCA a ete suivie par 1’ augmentation de la phosphorylation des 
Erk associee a une expression totale non variante. Aussi, Fexpression equivalente de la 
MekWT et de la MekCA dans les cellules a ete confirmee par le niveau d’expression 
comparable de 1’etiquette HA. Ainsi, Factivation de la voie Mek/Erk ne favorise pas la 
presence de formes retardees de NICI APEST compare a celles observees pour NICI.
Pour mieux caracteriser les niveaux de phosphorylation de NICI APEST 
comparativement a NICI, un essai phosphatase a ete realise dans les HEK293T co- 
transfectees avec NICI APEST et une MekWT ou une MekCA (Fig. 19B). Premierement, 
nous avons remarque que la presence de la Phosphatase Antarctique a induit une 
acceleration de la migration de la proteine NICI APEST. Cet effet a ete observe de fagon 
similaire dans les HEK293T transferees avec NICI APEST et une MekWT 
comparativement aux cellules transferees avec NICI APEST et une MekCA. Ces resultats 
suggerent qu’une proteine NICI ne possedant plus son domaine PEST en C-terminale peut 
§tre phosphorylee. Cependant Factivation de la voie Mek/Erk ne semble pas moduler le 
patron de phosphorylation de cette proteine tronquee. De plus, en comparant l’essai 
phosphatase realise avec NICI dans les memes conditions (Fig. 17) a celui de NICI APEST, 
il est possible de distinguer que la proteine NICI semble presenter plusieurs patrons de 
phosphorylation comparativement a NICI APEST.
3.7 L’effet de la voie Mek/Erk sur la stabilite de NICI
Par la suite, nous avons voulu caracteriser le role fonctionnel de la phosphorylation 
de NICI induite par Factivation de la voie Mek/Erk. H est connu que NICI, provenant du 
clivage du recepteur Notchl, transloque au noyau pour induire la transcription de ses genes 
cibles. D a ete demontre que, suivant Factivation de la transcription, NICI est regule par 
phosphorylation afin d’induire sa degradation par le proteasome (Radtke F and Raj K,
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Figure 20 : L’effet de la voie Mek/Erk sur l’expression de NIC 1 suite au traitement avec la 
Cvcloheximide
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225 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees dans des plaques de 35 mm. Trois jours 
suivant l’ensemencement, les cellules ont ete traitees pendant quatre ou huit heures avec la 
Cycloheximide (25 pg/ml). De plus, ce traitement a ete combine ou non avec le PMA (100 
nM) et le U0126 (10 pM). A la suite du traitement, les cellules ont ete lysees, les proteines 
ont ete dosees et des quantites equivalentes de proteines ont ete separees sur gel SDS- 
PAGE. L’immunobuvardage a ete realise avec des anticorps specifiques. (n=3)
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Figure 21 : Histogramme representant quantitativement l’effet de la voie Mek/Erk sur 
1’expression de NICI suite au traitement avec la Cvcloheximifte
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225 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees dans des plaques de 35 mm. Trois jours 
suivant l’ensemencement, les cellules ont ete traitees pendant quatre ou huit heures avec la 
Cycloheximide (25 pg/ml). De plus, ce traitement a ete combine ou non avec le PMA (100 
nM) et le U0126 (10 pM). A la suite du traitement, les cellules ont ete lysees, les proteines 
ont dte dosees et des quantites equivalentes de proteines ont ete separees sur gel SDS- 
PAGE. L’immunobuvardage a ete realise avec des anticorps specifiques sur trois 
experiences differentes dont celle a la figure 20 qui represente en partie les resultats 
montres dans le graphique ci-dessus. 100 % au temps quatre heures etant fixe de fa?on 
arbitraire. (n=3)
55
2003). Done, nous avons voulu determiner si la voie Mek/Erk influengait la stabilite de la 
proteine NICI ou Factivite transcriptionnelle de NICI. En premier lieu, le r61e de la voie 
Mek/Erk sur la stabilite de NICI a ete evalue dans les MIA PaCa-2. L’expression de NICI, 
suivant la modulation de la voie Mek/Erk, a ete regardee en fonction du traitement des 
cellules avec la Cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthese proteique (Nishide SY 
et al, 2012 (Fig. 20). La cycloheximide a induit une diminution de l’expression de NICI 
dans le temps. De plus, le traitement combine avec le PMA a induit une stabilisation de 
l’expression de NICI d’environ une demie fois a quatre et huit heures. Aussi, le traitement 
avec le U0126 a abolit l’effet du PMA mais le traitement seul n’a pas apporte de 
changement important dans l’expression de NICI. Nous avons compile graphiquement trois 
experiences de meme type (Fig. 21). Malgre que le PMA avait tendance a augmenter 
l’expression de NICI a quatre et huit heures, cela ne s’est pas avere significatif. Ainsi, la 
modulation de la voie Mek/Erk ne semble pas influencer la stabilite du NICI endogene 
dans les MIA PaCa-2.
3.8 La voie Mek/Erk favorise la transcription dependante de Notch
Nous avons par la suite voulu determiner l’impact d’une modulation de la voie 
Mek/Erk sur Factivite transcriptionnelle dependante de Notch. Afin d’y repondre, nous 
avons precede & des essais luciferases dans les cellules MIA PaCa-2. Le gene rapporteur 
CSL-12X-Luc a ete utilise, celui-ci contient 12 fois la sequence d’ADN cible par CSL en 
amont de la luciferase. Le traitement des cellules avec 1’inhibiteur de gamma-secretase 
DAPT a diminue de 35 % Factivite CSL-luciferase comparativement a Factivite CSL- 
luciferase obtenue dans les cellules controles (Fig. 22). De fagon interessante, le traitement 
des cellules avec le PMA a induit une augmentation significative de 3,3 fois de Factivite 
CSL-luciferase. Cette induction a ete completement abolie par le traitement combine avec 
l’inhibiteur des Mekl/2, le U0126. Enfin, le traitement seul des MIA PaCa-2 avec le 
U0126 a amend une diminution de 45 % de Factivite transcriptionnelle du gene rapporteur 
CSL-luciferase. Ainsi, la voie Mek/Erk favorise la transcription dependante de Notch.
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Figure 22: Regulation positive de la transcription dependante de Notch par la voie 
Mek/Erk
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75 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees en plaques 24 puits et cultivees pendant 
24 heures. Par la suite, les cellules ont 6t6 transfectees avec 0,1 pg du gene rapporteur CSL- 
12X-Luc et 0,0015 pg de luciferase de Renilla. 24 heures suivant la transfection, les 
cellules ont ete traitees pendant 24 heures avec le DAPT (25 pM), le PMA (100 nM) et/ou 
le U0126 (10 pM). Puis, les cellules ont ete lysees et Factivite luciferase a ete dosee avec 
un luminom&tre. Les valeurs ont ete exprimees selon Factivite de la luciferase de la mouche 
h. feu de CSL-12X-Luc divisee par Factivite de la luciferase de la Renilla. L’activite dans 
les cellules controles a ete rapportee k 100 %. (resultats preliminaires)
* = p < 0,05 ; **= p < 0,01
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Figure 23 : Regulation negative de la transcription d’Hesl par le UQ126
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75 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees en plaques 24 puits et cultivees pendant 
24 heures. Par la suite, les cellules ont 6t€ transferees avec 0,1 pg du gene rapporteur 
Hesl-Luc et 0,0015 pg de luciferase de Renilla. 24 heures suivant la transfection, les 
cellules ont 6Xt traitees pendant 24 heures avec le DAPT (25 pM) et/ou le U0126 (10 pM). 
Puis, les cellules ont 6t6 lysees et Factivite luciferase a ete dosee avec un luminometre. Les 
valeurs ont ete exprimees selon Factivite de la luciferase de la mouche a feu de Hesl-Luc 
divisee par Factivite de la luciferase de la Renilla. L’activite dans les cellules controles a 
etd rapportee k 100 %. (n=3)
** = p < 0,001
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Comme Factivite transcriptionnelle dependante de Notch etait regulee par la voie 
Mek/Erk, nous avons e value si elle pouvait egalement moduler Factivite au promoteur d’un 
gfene cible connu de la voie Notch. Nous avons procede a des essais luciferases en utilisant 
le g£ne rapporteur Hesl-Luc dans les MIA PaCa-2. D contient la sequence promotrice 
d’Hesl en amont de la luciferase. Tout d’abord, l’inhibition du clivage de Notch par le 
DAPT (Fig. 13) a induit une diminution de 30 % de l’activite Hesl-luciferase comparee a 
celle obtenue dans les cellules traitees au DMSO (Fig. 23). De plus, 1’inhibition de la voie 
Mek/Erk par le U0126 a amene une reduction de 45 % de l’activite luciferase. Afin de 
determiner si les deux inhibiteurs pouvaient avoir un effet additif, un traitement combine a 
ete realise. De fagon interessante, il n’a pas amene d’effet additif mais une inhibition 
similaire au traitement seul. Done, ces resultats ont permis de determiner que 1’inhibition de 
la voie Mek/Erk et de la voie Notch passent par des effecteurs communs pour moduler 
Factivite au promoteur d’Hesl.
3.9 L’activation de la voie Mek/Erk auemente Fexpression d’Hesl
Puisqu’il y avait une modulation de la transcription dependante de Notch par la voie 
Mek/Erk telle que mesuree par des essais luciferases, nous avons voulu evaluer si la voie 
Mek/Erk pouvait moduler Fexpression endogene des genes cibles de la voie Notch. Pour ce 
faire, nous avons effectue un PCR semi-quantitatif afin de determiner les niveaux 
d’expression de l’ARNm d’Hesl en reponse a une modulation de la voie Mek/Erk. 
L’activation de la voie Mek/Erk par le PMA a induit une augmentation d’environ quatre 
fois de l’ARNm d’Hesl dans les MIA PaCa-2 (Fig. 24). Cet effet a ete bloque totalement 
lors de l’ajout du U0126. Le traitement avec le U0126 seul a quant a lui amene une 
diminution d’environ 50 % de Fexpression de l’ARNm d’Hesl. Afin de confirmer que 
Fexpression de l’ARNm d’Hesl etait regulee par la voie Notch dans les cellules 
pancreatiques tumorales humaines, nous avons traite les cellules avec F inhibiteur de 
gamma-secretase, DAPT. Le traitement avec le DAPT a induit une baisse d’environ 80 %
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Figure 24 : La voie Mek/Erk module positivement Fexpression de l’ARNm d’Hesl
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575 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees dans des petris de 60 mm. Trois jours 
suivant l’ensemencement, les cellules ont ete traitees ou non pendant 24 heures avec le 
PMA (100 nM). De plus, ce traitement a dte combine ou non avec le U0126 (10 pM). Les 
cellules ont aussi ete traitees avec le DAPT (25 pM). A la suite du traitement, les cellules 
ont ete lysees, les ARN ont ete extraits et dosees. Une RT-PCR a ete realisee sur des 
quantites equivalentes d’ARN. Ensuite, les echantillons ont ete separes sur gel d’agarose 




Figure 25 : L’activation de la voie Mek/Erk favorise Fexpression proteique d’Hesl
A)_____________________________________________
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225 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees dans des plaques de 35 mm. Trois jours 
suivant Fensemencement, les cellules ont ete traitees pendant 15 minutes avec l’EGTA (10 
mM). Suivant ce traitement, le milieu a ete change et les cellules ont ete remises dans du 
milieu DMEM contenant ou non du PMA (100 nM) et du U0126 (10 |xM) (A.) ou du 
U0126 (10 pM) (B.) pour la periode de temps indiqude. A. et B. Par la suite, les cellules 
ont ete lysees, les proteines ont ete dosees et separees sur gel SDS-PAGE. 
L’immunobuvardage a ete realise avec des anticorps specifiques. (n=3)
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de l’expression de 1’ARNm d’Hesl. Dans ces conditions, aucune modulation de 
l’expression de l’ARNm de Notchl et de la Gapdh n’a ete observee.
Nous avons par la suite voulu evaluer si ces effets de la voie Mek/Erk sur 
l’expression de l’ARNm d’Hesl se repercutaient sur son expression proteique. Pour ce 
faire, nous avons detecte l’expression de la proteine Hesl suivant la modulation de la voie 
Mek/Erk dans les MIA PaCa-2. Puisque l’expression proteique d’Hesl etait tres faible dans 
ces cellules, nous avons active massivement la voie Notch en utilisant un traitement de 15 
minutes avec le chelateur de calcium, l’EGTA. Celui-ci permet de destabiliser les deux 
sous-unites des recepteurs Notch, dont Notchl et d’induire le clivage par la gamma- 
secretase. Ainsi, il peut y avoir une activite transcriptionnelle elevee de la voie Notch 
associee k une augmentation de l’expression des genes cibles (Popko-Scibor AE et al, 
2011). Nous avons remarque que le traitement de 15 minutes avec l’EGTA a amene une 
augmentation des niveaux proteiques de NICI d’environ dix fois (Fig. 25A). De plus, un 
retard de migration de la proteine (*) a ete observe dans le temps suivant le recouvrement 
de 30 minutes a deux heures apres l’EGTA. Noiis avons aussi detecte une expression 
croissante de la proteine Hesl au fil du temps suivant l’EGTA, particulierement apres une 
heure et demie de traitement. Cette experience nous a permis d’etablir les conditions 
experimentales qui nous permettaient d’activer massivement le clivage des recepteurs 
Notch, dont Notchl, qui correlait avec une augmentation de l’expression d’un gene cible de 
Notch soit Hesl. En utilisant ces conditions experimentales, nous avons par la suite evalue 
l’impact d’une modulation de la signalisation Mek/Erk sur l’expression d’Hesl induite par 
l’EGTA. L’activation de la voie Mek/Erk par le PMA a favorise l’expression d’Hesl 
amene par l’EGTA de deux fois suivant un traitement d’une heure et demie et de deux 
heures (Fig. 25A). Cependant, l’activation de la voie Mek/Erk n’a pas induit de 
changement dans la migration de NICI amene par l’EGTA. Par contre, l’inhibition de la 
voie Mek/Erk par le U0126 a aboli l’augmentation de l’expression d’Hesl induite par le 
PMA. Ce traitement n’a pas montre de modification dans le retard de migration de NICI
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Figure 26: L’inhibition de la transcription bloque l’expression proteique d’Hesl amenee 
par l’EGTA
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225 000 cellules MIA PaCa-2 ont ete ensemencees dans des plaques de 35 mm. Trois jours 
suivant l’ensemencement, les cellules ont dte traitees pendant 15 minutes avec l’EGTA (10 
mM). Suivant le traitement avec l’EGTA, le milieu a ete change et les cellules ont ete 
remises dans du milieu DMEM contenant on non de 1’Actinomycine D (0,75 pg/mL) pour 
la periode de temps indiquee. Par la suite, les cellules ont dte lysees, les proteines ont ete 
dosees et des quantites equivalentes de proteines ont ete separees sur gel SDS-PAGE. 
L’immunobuvardage a ete realise avec des anticorps specifiques. (resultats preliminaires)
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amene par l’EGTA. Les niveaux d’activation de la voie Mek/Erk ont pu etre confirmes par 
le niveau de phosphorylation des Erk. Done, nos resultats suggerent que la modulation 
positive de la voie Mek/Erk favorise l’expression proteique d’Hesl induite par l’EGTA.
Nous nous sommes ensuite interesses a savoir si 1’inhibition seule de la voie 
Mek/Erk menait a l’abolition de l’augmentation d’expression d’Hesl amene par l’EGTA. 
Nous avons done determine 1’effet de 1’inhibition de la voie Mek/Erk sur 1’expression 
proteique d’Hesl dans les MIA PaCa-2. Nous avons constate que l’inhibition de la 
signalisation Mek/Erk a empeche completement 1’induction de 1’expression de la proteine 
Hesl suivant le traitement avec l’EGTA (Fig. 25B). L’inhibition de la voie Mek/Erk a ete 
demontree par la diminution importante de la phosphorylation des Erk. Ainsi, 1’inhibition 
de la voie Mek/Erk a inhibe l’expression d’Hesl induite par l’EGTA.
L’augmentation d’expression d’Hesl amene par l’EGTA pouvait provenir de 
differents effets cellulaires : la proteine Hesl pouvait etre stabilisee, l’ARNm d’Hesl 
pouvait etre traduite plus efficacement ou tout simplement plus exprimee. Nous nous 
sommes attardes a savoir si l’augmentation de l’expression proteique d’Hesl amene par 
l’EGTA provenait d’un effet transcriptionnel. Nous avons bloque la transcription via un 
traitement avec 1’Actinomycine D dans les MIA PaCa-2. Cet inhibiteur forme un complexe 
stable avec l’ADN et empeche le mouvement de l’ARN polymerase en interferant avec la 
synthese de l’ARN dependante de l’ADN (Cervantes-Gomez F et al, 2009). Nous avons 
constate que le traitement des cellules avec 1’Actinomycine D a prevenu l’expression 
proteique d’Hesl amenee par l’EGTA (Fig. 26). Aussi, nous avons observe que ce 
traitement n’empechait pas le retard de migration de NICI induite par l’EGTA. Egalement, 
il ne modulait pas les niveaux de phosphorylation des Erk. Ces resultats suggerent done que 




La voie Notch est une signalisation importante lors du developpement du pancreas 
afin de favoriser la proliferation et le maintien du caractere de cellule souche des cellules 
progenitrices (Edlund H, 2001). Cette voie est eteinte chez le pancreas adulte, cependant 
elle est reactivee dans le cas de pathologie comme le cancer pancreatique (Jensen JN et al, 
2005; Kimura K et al, 2007). Le taux de survie des personnes atteintes du cancer 
pancreatique est tres faible (Bardeesy N and DePinho RA, 2002) et ceci necessite done une 
comprehension plus approfondie des mecanismes moleculaires et cellulaires y jouant un 
role. On y demontre l’expression forte des recepteurs et des ligands de Notch associee a 
l’activation de la voie et a la transcription des genes cibles, dont Hesl (Plentz R et al, 2009; 
Meier-Stiegen F et al, 2010). De plus, dans un modele murin de carcinogenese 
pancreatique, 1’inhibition de la voie Notch dans les cellules epitheliales pancreatiques mene 
a la diminution de la croissance cellulaire et a la perte du caractere tumorigenique de ces 
cellules (Plentz R et al, 2009). D est done important de mieux comprendre la contribution 
de la signalisation Notch dans la carcinogenese pancreatique. En effet, la signalisation 
Notch est active dans plusieurs lignees pancreatiques tumorales humaines dont les MIA 
PaCa-2 (Nakakura EK et al, 2005). En lien avec ceci, nous avons demontre que les cellules 
MIA PaCa-2 possedent une voie Notchl activee, car elles expriment de bons niveaux 
proteiques de NICI comjparativement a une lignee non tumorale, les HEK293T (Fig. 11). 
Cette activation de la voie Notchl a aussi ete observee dans les cellules BxPC-3, connues 
pour avoir une voie Notch active (Nakakura EK et al, 2005). Nous avons remarque que 
l’expression de NICI augmente en fonction de la densite cellulaire (Fig. 12). Ainsi, il 
semble qu’une augmentation de la densite cellulaire favorise le clivage, voire l’activation 
de Notchl. II est probable qu’une densite cellulaire plus importante permet un plus grand 
nombre de contacts cellule-cellule favorisant ainsi les interactions recepteur Notchl-ligand 
necessaires au clivage et a Factivation de Notchl. II serait interessant d’aller etudier si cette 
augmentation de NICI est associee a une activation plus elevee de la transcription des 
genes cibles de la voie Notch dont Hesl (Meier-Stiegen F et al, 2010). De plus, il pourrait 
etre important d’evaluer si cette activation plus grande de la voie Notchl est associee a une
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proliferation cellulaire grandissante selon la confluence puisqu’il est connu que 1’activation 
de la voie Notchl est associee a la proliferation des cellules pancreatiques (Mullendore ME 
et al, 2009). Pour ce faire, il suffirait d’introduire la surexpression de NICI dans les cellules 
MiA PaCa-2 afin de mesurer leur croissance par decompte cellulaire comparativement aux 
cellules parentales ou de mesurer l’impact de l’inhibition de Notchl sur la croissance 
cellulaire. Done, dans les cellules pancreatiques tumorales humaines, la voie Notchl est 
activee tout comme dans les modeles murins de cancer pancreatique (Habbe N et al, 2008). 
Nous avons demontre l’implication du complexe gamma-secretase dans Factivation 
primaire de la voie Notchl (Li S et al, 2012) dans les cellules pancreatiques tumorales 
humaines. En effet, 1’inhibition du complexe gamma-secretase par le DAPT engendre une 
diminution de Fexpression de NICI (Fig. 13). Cette diminution de l’expression de NICI 
pourrait etre associee a une transcription moindre des genes cibles de la voie Notch dont 
Hes 1 (Plentz R et al, 2009).
L’analyse des cellules provenant de tumeurs pancreatiques humaines demontre aussi 
Factivation de d’autres voies de signalisation pouvant etre impliquees dans la 
transformation cellulaire dont KRas (Jones S et al, 2008). Comme il a ete demontre que i) 
la voie Mek/Erk en aval de Ras et la voie Notch agissaient en synergie dans le cancer du 
sein (Mittal S et al, 2009) et ii) que l’inhibition de la voie Mek/Erk induisait des 
changements dans Fexpression proteique endog&ne d’Hesl, une cible de Notch 
(Laboratoire de Marie-Josee Boucher de l’Universite de Sherbrooke, Qc, Canada), il etait 
interessant de savoir quel etait Fimpact de la modulation de la signalisation Mek/Erk sur 
Fexpression de NICI. Deplus, comme la lignee MIA PaCa-2 exprimait de bons niveaux de 
NICI endogene, ces cellules etaient de bonnes candidates pour regarder l’effet de la voie 
KRas/Raf/Mek/Erk sur Fexpression de cette proteine. Nous avons utilise le PMA afin de 
favoriser positivement et fortement la voie Mek/Erk (Suzuki T et al, 2002) en aval de KRas 
(Linardou H et al, 2011). Nous avons observe que Factivation forte et soutenue de la voie 
Mek/Erk par le PMA engendre des formes de plus hauts poids moleculaire de NICI (*) 
dans les MIA PaCa-2 (Fig. 14). Cependant, 1’inhibition specifique des Mek par le U0126 a 
aboli ces formes retardees sur gel SDS-PAGE. Ceci a demontrd que les formes retardees de 
NICI detectees suivant le traitement au PMA proviennent en grande partie de la cascade
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Mek/Erk. Par contre, les formes retardees de NICI ne le sont que de quelques kDa. Ceci 
suggere que la voie Mek/Erk induit seulement quelques modifications sur NICI. De plus, il 
est a noter que le traitement seul pendant 4 heures des MIA PaCa-2 avec le U0126 n’a pas 
apporte de changement significatif dans la migration de NICI ce qui pourrait suggerer que 
les modifications post-traductionnelles de NICI induites par la voie Mek/Erk ne sont 
realisees qu’a des faibles niveaux a l’etat basal dans ces cellules. Par contre, lorsque les 
cellules regoivent un signal qui mene a une activation forte et soutenue de la voie Mek/Erk, 
les formes modifiees de NICI s’accumulent et peuvent etre detectees. Cependant, il se 
pourrait qu’un traitement de quatre heures au U0126 ne soit pas suffisant pour observer un 
changement de migration de NICI considerant que nous estimons la demie-vie de NICI a 
quatre-six heures. Egalement, des formes de plus haut poids moleculaire d’un NICI (*) 
exogene ont aussi ete observees dans la lignee cellulaire HEK293T surexprimant NICI. 
Nous avons observe que l’activation de la voie Mek/Erk par la transfection d’un 
KRasG12V ou d’une MekCA dans les HEK293T amene ce meme phenomene soit 
l’apparition de formes retardees de NICI sur gel (Fig. 15). De plus, nous avons constate une 
accumulation de ces formes retardees de NICI (*) suivant le traitement des cellules avec le 
PMA malgre 1’activation de la voie Mek/Erk dejk presente via le KRasG12V ou la MekCA 
(Fig. 16). Done, il est possible de favoriser davantage les formes modifiees de NICI. Ceci 
pourrait s’expliquer par le fait que le PMA mene k une activation plus prononcee de la 
cascade Mek/Erk comparativement k une MekCA ou un KRasG12V seul. De plus, 
1’inhibition specifique des Mek par le U0126 a bloque 1’apparition de ces formes retardees 
suggerant encore que e’est la voie Mek/Erk en aval de KRas qui induit cet effet. Par contre, 
le traitement de ces cellules avec le U0126 seul n’a pas induit de changement significatif 
dans la migration de NICI demontrant que la voie Mek/Erk ne joue pas un role detectable 
sur NICI a l’etat basal de ces cellules mais plutot lors d’une stimulation de cette 
signalisation. Enfin, certaines variations d’expression proteique de NICI ont ete observees 
suite a la modulation de la cascade KRas/Raf/Mek/Erk mais celles-ci n’etaient pas 
constantes d’une fois a l’autre, done pais significatives. Ainsi, il nous etait possible de 
conclure que les modifications de NICI entrainees par 1’activation de la cascade Mek/Erk 
peuvent etre induites dans divers types cellulaires. Ceci prouve done que cet effet n’est pas 
specifique a un type cellulaire mais plutot un phenomene qui pourrait etre ubiquitaire dans
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la signalisation cellulaire generate. Ainsi, la modulation de la signalisation Mek/Erk amene 
des changements post-traductionnelles de NIC1 qui pourraient jouer un role precis et 
important au niveau de certains mecanismes cellulaires et moleculaires. D est connu entre 
autres que 1’activation de la voie Mek/Erk mene a la phosphorylation de divers facteurs de 
transcription dont Creb, STAT3, c-Jun et p300 (Chappell WH et al, 2011; Wiejak J et al, 
2012; Meissner JD et al, 2011). Nos resultats suggerent que la voie Mek/Erk pourrait 
moduler une autre proteine participant a l’activite transcriptionnelle de la cellule soit NIC1.
Done, puisque nous avons observe que 1’activation de la voie Mek/Erk induit des 
formes retardees de NIC1, nous avons determine s’il s’agissait de formes phosphorylees de 
NIC1. Des essais phosphatases nous ont permis de determiner la presence de 
phosphorylation de NIC1 plus importante suivant 1’activation de la voie Mek/Erk par une 
MekCA compare a une MekWT dans les HEK293T (Fig. 17). Tout d’abord, nous avons 
observe une acceleration de la migration de NIC1 sur gel SDS-PAGE suivant une 
dephosphorylation par la Phosphatase Antarctique dans les cellules avec la MekWT. Ceci a 
demontre premierement que NIC1 est une proteine phosphorylee au niveau basal dans les 
cellules HEK293T et que NIC1 est fortement phosphorylee par diverses kinases puisqu’il y 
a une acceleration considerable de sa migration suite aux essais phosphatases. Egalement, 
les formes retardees de NIC1 provenant de 1’activation de la signalisation Mek/Erk ont 
aussi ete accelerees sur gel suivant 1’essai phosphatase. Nos resultats illustrent clairement 
que ces formes de plus haut poids moleculaire de NIC1 correspondaient a des formes 
phosphorylees. De plus, elles se traduisent en des formes hyperphosphorylees de NIC1 
puisque la proteine NIC1 est phosphorylee a l’etat basal dans les HEK293T. Ainsi, la voie 
Mek/Erk semble moduler la voie Notch 1 par l’entremise de modifications specifiques soit 
la phosphorylation. Le role de ces phosphorylations pourrait peut-etre mener a un plus 
grand caractere cellulaire proliferatif puisque l’activation de ces deux voies de signalisation 
mene a la croissance cellulaire et a un phenonrtene d’auto-renouvellement cellulaire 
(Rooman I et al, 2006; Rescan C et al, 2005; Ding XZ and Adrian TE, 2001; Boucher MJ et 
al, 2000). II serait done interessant d’evaluer si la phosphorylation Mek/Erk-dependante de 
NIC1 favorise la translocation nucleaire, l’association a CSL, le recrutement de co- 
activateurs impliques dans l’activation de la transcription NICl-dependante. Ceci pourrait
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mener a l’expression plus importante des genes cibles de NIC1 et favoriser la proliferation 
et la tranformation cellulaire. De plus, il serait interessant d’etudier si l’activation de la voie 
Mek/Erk induit aussi la phosphorylation des autres recepteurs Notch clives soient 2, 3 et 4. 
Cet effet serait important dans la caracterisation du role de la voie Mek/Erk sur Notch afin 
de savoir si elle mene a des modifications similaires des recepteurs Notch ayant un seul et 
meme but ou si elle induit un processus moleculaire specifique a chacun. Aussi, puisqu’il a 
ete demontre qu’il existe une synergie entre les voies de signalisation Notch 1 et KRas dans 
la carcinogenese pancreatique (De La O JP et al, 2008), peut-etre que ce phenomene 
provient en partie des phosphorylations de NIC1 induites par la voie Mek/Erk en aval de 
KRas.
Nous avons voulu verifier si les formes phosphorylees de NIC1 etaient induites via 
un effet direct de la voie Mek/Erk ou via d’autres interactions moleculaires. Nous avons 
remarque que la presence de 1’enzyme active Erkl en plus de l’ATP marque au P32 mene a 
la detection de radioactivite lors d’un essai kinase realise sur les HEK293T tansfectees avec 
une MekWT (Fig. 18) illustrant done la presence de phosphorylations de NIC1. Ainsi, 
I’immunoprecipitation proteique de NIC1 a subi de la phosphorylation par la kinase Erkl in 
vitro. Egalement, nous avons observe que l’immunoprecipitation de NIC1 seule n’a pas 
induit sa propre phosphorylation demontrant la specificite de la radioactivity detectee. 
Alors, in vitro la kinase Erkl peut directement phosphoryler NIC1. De plus, puisque les 
deux kinases Erkl et Erk2 sont connues pour avoir les memes substrats (Cheng JJ et al, 
2001), Erk 2 pourrait etre en mesure d’induire la phosphorylation de NIC1 comme Erkl. 
Nos resultats suggerent done que NIC1 pourrait etre une cible des Erkl/2. L’implication de 
la voie Mek/Erk sur la voie Notch reste a etre etudiee plus en profondeur afin de determiner 
quel est son impact sur les differents processus cellulaires. II serait interessant de verifier le 
role de cette voie dans le processus d’activation transcriptionnelle de Notch. Aussi, le role 
qu’elle joue au niveau de la formation du complexe transcriptionnel pleinement actif 
pourrait etre elucide. C’est-a-dire determiner si les phosphorylations de NIC1 induite par la 
voie Mek/Erk influencent le recrutement des elements necessaires a 1’activation de la 
transcription dont p300/CBP, SKIP et Mastermind (Fryer CJ et al, 2002; Nam Y et al, 
2007; Vasquez-Del Carpio R et al, 2011). D serait interessant d’immunoprecipiter la
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chromatine comportant le promoteur d’un des genes cibles de la voie Notch 1 comme Hesl 
afin de detecter si l’activation de la voie Mek/Erk induit une variation dans le recrutement 
de tous ces elements necessaires a 1’ activation de la transcription. Les phosphorylations de 
NIC1 par la cascade Mek/Erk pourrait mener a une regulation tres fine de la signalisation 
Notch 1 et done moduler le temps d’activation de la transcription des genes cibles ou meme 
modifier les interactions proteiques avec les co-facteurs importants a la transcription.
Puisque nos resultats suggeraient que NIC1 pouvait etre directement phosphoryle 
par les Erk, des analyses par NetPhos des sequences de Notch 1 humain ont dte effectuees et 
nous ont permis d’identifier cinq serines soient 2468, 2489, 2492, 2500 et 2514 et la 
threonine 2487 comme cibles potentielles de phosphorylation par les Erk. Ces sites 
specifiques se retrouvant tous dans le domaine PEST de NIC1, nous avons utilise la 
construction de NIC1 sans son domaine PEST, NIC1APEST. Elle nous a permis de 
demontrer dans les HEK293T transferees avec une MekWT ou une MekCA que 
1’activation de la voie Mek/Erk n’apporte pas de changement dans la migration de 
NIC1APEST sur gel SDS-PAGE comparativement h NIC1 (Fig.l9A). Done, contrairement 
a NIC1, il semble que la proteine NIC1APEST ne subit pas de modifications post- 
traductionnelles detectables par un changement de migration sur gel suite a 1’activation de 
la voie Mek/Erk. Ces resultats suggerent que le domaine PEST est necessaire pour assurer 
les modifications post-traductionnelles induites suivant l’activation de la voie Mek/Erk. De 
plus, i) puisque nous avons demontre que les formes retardees sur gel induites suivant 
1’ activation de la voie Mek/Erk correspondaient a des formes phosphorylees de NIC1 et 
qu’une ii) Erkl pouvait phosphoryler directement NIC1 in vitro, nos resultats suggerent que 
les Erk pourraient phosphoryler NIC1 dans son domaine PEST. Puisque la voie Mek/Erk 
semble phosphoryler dans le domaine PEST, ce domaine pourrait jouer un role important 
sur l’activite transcriptionnelle de NIC1. II serait interessant de determiner le potentiel 
transcriptionnel de NIC1 versus NIC1APEST sur l’expression des genes cibles de la voie 
Notch au niveau basal et suivant 1’activation de la voie Mek/Erk. D’autres etudes devront 
etre faites afin de confirmer la presence de ces sites specifiques pour les Erk dans le 
domaine PEST de NIC1. Ceci permettra de savoir quels sont les sites reellement modifies 
par phosphorylation par les Erk en plus de determiner leur utilite de maniere temporelle
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suivant 1’activation de la voie Notch. Ainsi, il serait possible de savoir a quelle etape de la 
signalisation Notchl les Erk jouent un role. Peut-etre qu’ils font leur action directement 
suivant le clivage de Notchl a la membrane cellulaire ou plutot suivant sa translocation au 
noyau. II serait done important de determiner a quel niveau cellulaire les phosphorylations 
Erk-dependante de NIC1 surviennent. Ces demieres pourraient se produire autant dans le 
compartiment cytoplasmique que celui nucleaire puisque les Erk sont connus pour avoir 
des substrats a ces deux niveaux (Yumiko S et al, 1999). n serait tres important de verifier 
les proportions cytosol/noyau des formes retardees de NIC1 dans les divers contextes de 
modulation de la voie Mek/Erk. Des evidences dans le laboratoire ont demontre que ces 
formes retardees de NIC 1 se retrouvent a la fois dans le cytosol et le noyau suggerant que 
les phosphorylations de NIC1 par les Erk se produisent peut-etre dans les deux 
compartiments cellulaires.
Afin de mieux caracteriser les niveaux de phosphorylation de NIC1APEST suivant 
la modulation de la voie Mek/Erk, nous avons realist un essai phosphatase dans les 
HEK293T (Fig. 19B). Nous avons observe qu’il y a un certain niveau de phosphorylation 
similaire de NIC1APEST dans ces cellules transferees avec une MekWT ou une MekCA. 
Ainsi, nous avons constate que NIC1APEST semble etre phosphoryle tout comme NIC1 si 
on se refere k la figure 17. D’autres experiences identiques restent a etre realisees afin de 
confirmer cet effet. Ainsi, nos resultats suggerent que la perte du domaine PEST de NIC 1 
n’empeche tout de meme pas sa phosphorylation a l’etat basal dans les HEK293T. II est 
connu que le domaine PEST de NIC1 peut etre phosphoryle par le complexe Cycline 
C/CDK8 (Fryer CJ et al, 2004). La perte de ce domaine amfene peut-etre une regulation 
differente de la proteine NIC1. Des evidences dans la litterature demontrent que la perte du 
domaine PEST de NIC 1 engendre une forte diminution de la phosphorylation induite par le 
complexe Cycline C/CDK8. De plus, la perte des sites de phosphorylation cibles par CDK8 
dans le domaine PEST de NIC1 favorise son activite transcriptionnelle potentiellement via 
sa stabilisation (Fryer CJ et al, 2004). Ceci suggere done que NIC1APEST pourrait avoir un 
potentiel transcriptionnel plus grand que NIC1, puisque les niveaux d’expression de la 
proteine seraient plus grands. Par contre, dans le laboratoire, nous avons observe lors 
d’etudes preliminaires que l’expression de NIC1 et NIC1APEST semble etre equivalente a
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des niveaux de transfection egaux dans les HEK293T. D’un autre cote, il a aussi ete 
demontre que la perte du domaine PEST de NIC1 induit une diminution de son activite 
transcriptionnelle dependante de CSL (Vasquez-Del Carpio R et al, 2011). II serait 
interessant de confirmer cet effet en verifiant Fexpression des genes cibles de Notchl dont 
Hesl afin de comparer le potentiel transcriptionnel de NIC1 et NIC1APEST dans nos 
modeles cellulaires. De plus, cette meme activite pourrait etre mesuree avec l’aide de genes 
rapporteurs specifiques comme Hesl-Luc. De plus, peut-etre que les sites de 
phosphorylation Erk-dependants ne se retrouvent pas dans le domaine PEST de NIC1 mais 
plutot dans un autre domaine. II se pourrait que la perte du domaine PEST de NIC1 cree un 
encombrement sterique qui camoufflerait les sites cibles par les Erk. II serait important de 
confirmer que la perte du domaine PEST de NIC1 n’induit pas de changement trop 
important dans sa structure proteique qui menerait peut-etre a 1’ abolition de F accessibility 
des sites de phosphorylation Erk-dependant. Done, la perte du domaine PEST de NIC1 
pourrait interferer avec les Erk dans la detection de leurs sites specifiques dans un autre 
domaine que le PEST. En regardant la structure tridimensionnelle de NIC1APEST, il serait 
possible de demontrer que ses sites de phosphorylation sont bel et bien cibles 
specifiquement par les Erk dans le domaine PEST ou bien qu’ils sont dans.un autre 
domaine et qu’ils ne sont plus accessibles apres la perte du domaine PEST.
Puisque nos resultats supportent que la perte du domaine PEST ne permet plus les 
phosphorylations Erk-dependantes de NIC1, il serait interessant de realiser d’autres 
experiences pertinentes afin de determiner specifiquement ces sites de phosphorylation. 
Afin de confirmer ou se situent les sites de NIC1 phosphoryles par les Erk, divers mutants 
de NIC1 pourraient etre generes. Ceux-ci comporteraient une ou plusieurs mutations 
ponctuelles sur les serines ou la threonine du domaine PEST de NIC1. Nous pourrions 
determiner leur impact sur la migration proteique de NIC1 sur gel suivant 1’activation de la 
voie Mek/Erk. Si un ou plusieurs de ces sites sont impliques dans la phosphorylation de 
NIC1 par les Erk, les formes retardees de NIC1 sur gel ne seraient plus observables lors de 
l’activation de la voie Mek/Erk. Par contre, la perte de ces sites potentiels pourrait 
possiblement induire des changements dans Fequilibre de la regulation de Fexpression de 
NIC1. De celle-ci decoulerait des effets observables sur la stability et le pouvoir
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transcriptionnel de NIC suivant la perte de ses sites specifiques dans le domaine PEST. 
Aussi, il se pourrait que d’autres sites de phosphorylation presents dans d’autres domaines 
de NIC1 ne puissent plus etre cibles. Ceux-ci pourraient necessiter l’apparition primaire des 
sites Erk-dependants pour avoir lieu. Done, d’autres sites de modifications post- 
traductionnelles de NIC1 pourraient avoir besoin d’un environnement favorable a leur 
realisation qui serait cree via les phosphorylations par les Erk. II est a noter que nos 
resultats suggerent que NIC1 pourrait etre phosphoryle sur plusieurs sites possiblement par 
plusieurs kinases. En effet, les essais phosphatases demontrent un changement de migration 
important entre la proteine phosphorylee et non-phosphorylee qui s’explique difficilement 
par un seul site de phosphorylation. Ainsi, il est fort probable que NIC1 puisse etre 
phosphoryle par d’autres kinases que les Erkl/2 et que ces phosphorylations pourraient 
preceder ou suivre la phosphorylation par les Erk. La presence de ces phosphorylations par 
les Erk dans le domaine PEST de NIC1 pourrait favoriser un environnement sterique 
propice au recrutement de kinases dont la CK2 par exemple. Ceci augmenterait le potentiel 
transcriptionnel de NIC1 puisque la CK2 a ete decrite pour favoriser la formation du 
complexe NIC, CSL et Mastermind (Ranganathan P et al, 2011A). A l’aide de differents 
mutants ponctuels de NIC1, il serait interessant de regarder la formation du complexe NIC, 
CSL et Mastermind et aussi l’expression des genes cibles de la voie Notchl. De plus, la 
perte des phosphorylations Erk-dependantes de NIC1 dans le domaine PEST pourrait 
engendrer un encombrement sterique qui bloquerait 1’action de d’autres kinases regulatrices 
de la voie Notchl. En alternative, il serait interessant de pousser les etudes en spectrometrie 
de masse afin d’identifier specifiquement les sites de phosphorylation Erk-dependants sur 
NIC1. Ceci nous permettrait d’eviter les problemes de compensation ou les effets indirects 
qui pourraient 6tre dus a la mutagenese dirigee sur NIC1. Enfin, il reste a clarifier 1’impact 
fonctionnel des modifications Erk-dependantes de NIC1 dans nos modeles cellulaires.
II est probable que les phosphorylations dans le domaine PEST de NIC1 amenees 
par la voie Mek/Erk modifient la capacite de NIC1 a interagir avec CSL pour former un 
complexe transcriptionnel par exemple. Ainsi, en entrainant la phosphorylation de NIC1, 
l’activation de la voie Mek/Erk, pourrait favoriser la formation du complexe NIC1/CSL. II 
en decoulerait un recrutement plus important de coactivateurs et d’histones acetylases aux
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promoteurs des genes cibles du complexe NIC1/CSL favorisant ainsi leur expression. 
Egalement, l’action de la voie Mek/Erk sur NIC1 pourrait mener k la stabilisation du 
complexe NIC/CSL pour une activation prolongee de la transcription. II est egalement 
possible que 1’effet de la voie Mek/Erk sur NIC1 pourrait jouer un role au niveau de sa 
multimerisation avec lui-meme et les autres NIC soit 2 et 3 connus pour interagir dans la 
litterature (Vasquez-Del Carpio R et al, 2011). H a ete demontre que la multimerisation des 
NIC favorise leur activite transcriptionnelle. Ainsi, il serait interessant d’evaluer si la 
phosphorylation Erk-dependant de NIC1 favorise la multimerisation de NIC1 et 
consequemment stimule davantage la transcription de ces genes cibles. Aussi, il serait tres 
pertinent d’etudier 1’effet de la modulation de la voie Mek/Erk sur l’activite 
transcriptionnelle des autres recepteurs Notch qui contiennent tous un domaine PEST 
(Penton A L. et al, 2012). Suite a des analyses par Blast, nous avons confirme la presence 
des sites potentiels de phosphorylation par les Erk dans le domaine PEST particulierement 
dans NIC2 comparativement a NIC3 qui en contient que certains et NIC4 qui n’en 
possedent aucun. Les recepteurs Notch clives, surtout NIC2 et NIC3 pourraient tout aussi 
bien etre regules de la meme maniere que NIC1 ou avoir des effets differents. En effet, 
puisque les recepteurs Notch ont une structure differente les uns des autres et une sequence 
en acides amines tres differente, leur reponse a l’activation de la voie Mek/Erk pourrait etre 
differente de NIC1. De plus, les differents NIC ne contiennent pas tous deux signaux de 
localisation nucleaire dont NIC4 qui en a qu’un seul (Kato H et al, 1996; Vasquez-Del 
Carpio R et al, 2011; Radtke F and Raj K, 2003).
II a ete demontre que les voies Ras et NIC1 cooperaient pour favoriser la 
carcinogenese mammaire (Mittal S et al, 2009). Nos resultats suggerent que la 
phosphorylation de NIC 1 par les Erk pourrait contribuer k cette cooperation. Ainsi, il serait 
interessant d’evaluer l’impact d’un NIC1APEST au lieu d’un NIC1 sur cette cooperation. 
D’un autre cote, il a ete demontre par De La O J-P et al en 2008 qu’il existe une 
cooperation entre NIC1APEST et KRas dans la carcinogenese pancreatique. Dans ce 
modele, malgre T absence de la region PEST de NIC1, la transformation cellulaire et la 
progression tumorale a lieu suggerant que les phosphorylations de NIC1 induites par les 
Erk et dependantes du domaine PEST ne sont pas essentielles a la cooperation des
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signalisations Notch et KRas dans le cancer du pancreas. Par contre, il serait interessant de 
savoir si la presence d’un NIC1, qui reflete davantage ce qu’on retrouve dans la maladie 
chez l’humain, au lieu d’un NIC1APEST apporterait un avantage supplementaire a la 
progression du cancer. Comme il a ete demontre que NIC1APEST a un potentiel 
transcriptionnel inferieur a NIC1 (Vasquez-Del Carpio R et al, 2011), est-ce que le pouvoir 
transformant serait plus eleve avec NIC1 plutot que NIC1APEST ? En effet, 1’expression 
du gene cible de la voie Notch, Hesl est associee a la proliferation cellulaire, au maintien 
d’un caractere de cellule souche et a la transformation cellulaire (Murata K et al, 2005; 
Radtke F and Raj K, 2003 and Wendorff AA et al, 2010). Done, NIC1 pourrait avoir un 
potentiel transformant plus important que NIC1APEST via entre autres 1’expression plus 
importante du gene cible Hesl.
Etant donne que la phosphorylation de NIC1 dans le domaine PEST a ete associee a 
une augmentation de sa degradation (Fryer C J. et al, 2004), nous avons verifie l’effet de la 
voie Mek/Erk sur la stability de NIC1. Nos resultats ont demontre que 1’inhibition de la 
synthese proteique par la Cycloheximide (CHX) (Fig. 20 et 21) mene a la diminution 
d’expression de NIC1 au fil du temps dans les MIA PaCa-2. Nous n’avons observe aucun 
effet significatif sur la diminution d’expression de NIC1 induite par la Cycloheximide suite 
a l’activation (PMA) ou l’inhibition (U0126) de la voie Mek/Erk suggerant que la voie 
Mek/Erk ne module pas la stabilite de NIC1. Done, les phosphorylations de NIC1 induites 
par la voie Mek/Erk ne semble pas avoir de role sur la stabilite de NIC1. Par contre, 
puisque la Cycloheximide inhibe Fexpression de toutes les proteines, elle pourrait bloquer 
Fexpression de proteines necessaires a la regulation de la voie Notch par la voie Mek/Erk et 
induire l’observation d’effets indirects. Done, une experience plus pertinente pourrait etre 
realisee afin de confirmer F effet de la voie Mek/Erk sur la stabilite de NIC1. Celle-ci se 
nomme pulse-chase et elle permettrait de mesurer les effets directs de la voie Mek/Erk sur 
la voie Notch. Des experiences complementaires avec le MG 132, un inhibiteur du 
proteasome (Zhang L et al, 2011) ont ete realisees afin de mesurer une difference dans la 
stabilite de NIC1 suivant la modulation de la voie Mek/Erk. Cependant, nous n’avons 
remarque aucun effet du PMA ou du U0126 sur Fexpression de NIC1 suite au traitement 
avec le MG 132.
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Puisqu’il n’y avait pas d’effet sur la stabilite, nous avons voulu evaluer l’impact de 
la voie Mek/Erk sur l’activite transcriptionnelle dependante de NICl. Grace k des essais 
luciferases dans les cellules MIA PaCa-2, nous avons remarque que le traitement des 
cellules avec l’inhibiteur de gamma-secretase, DAPT qui bloque le clivage de Notch, 
diminue significativement l’activite CSL-12X-luciferase (Fig. 22). Ceci suggere qu’il y a 
une activation de la transcription des genes cibles de Notch dans notre modele cellulaire 
tout comme dans les tissus humains de cancer pancreatique (Mysliwiec P and Boucher MJ,
2009). Ces resultats nous ont permis de determiner que ce gene rapporteur semble etre une 
bonne reference de la transcription Notch-dependante. Par la suite, nous avons observe que 
l’activation de la voie Mek/Erk par le PMA mene a une augmentation significative de 3,3 
fois de l’activite CSL-12X-luciferase. Ceci nous permet de suggerer que 1’ activation de la 
voie Mek/Erk favorise l’activite transcriptionnelle Notch-dependante. Ainsi, il serait 
interessant de tester si les phosphorylations de NICl induites par les Erk sont associees a 
1’augmentation de son pouvoir transcriptionnel. Egalement, nous avons remarque que 
l’inhibition des Mekl/2 par le U0126 en combinaison avec le PMA mene k l’abolition de 
1’activite CSL-12X-luciferase induite par le PMA seul. Ceci nous permet de confirmer que 
l’effet du PMA sur l’activite transcriptionnelle Notch-dependante semble passer par la 
cascade Mek/Erk. Enfin, nous avons determine que 1’inhibition de la voie Mek/Erk seule 
reprime significativement l’activite CSL-12X-luciferase. Malgre que ces resultats semblent 
tres prometteurs, ils restent a etre confirmes. Ainsi, 1’activation de la voie Mek/Erk semble 
favorise 1’ activite transcriptionnelle Notch-dependante.
Nous avons confirme que ces effets sur l’activite transcriptionnelle Notch- 
dependante peuvent se repercuter sur Fexpression d’un gene cible de la voie Notch, Hesl 
(Fig. 23). Nous avons confirme que l’inhibition du clivage de Notch par le DAPT diminuait 
significativement l’activite du gene-rapporteur Hesl-luciferase. Ensuite, nous avons 
remarque que l’inhibition de la voie Mek/Erk par le U0126 amene une repression 
significative de l’activite Hesl-luciferase. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la voie 
Mek/Erk apporte des modifications post-traductionnelles de NICl qui sont favorables a la 
transcription du gene cible, Hesl. Enfin, nous avons determine que la combinaison du 
DAPT et du U0126 n’amene pas d’effet additif mais une inhibition similaire au traitement
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seul. Ainsi, ces resultats indiquent que Finhibition de la voie Mek/Erk diminue Fexpression 
du gene Hesl, cible de la voie Notch, dans les cellules pancreatiques tumorales humaines. 
Nos resultats suggerent que l’activation de la voie Mek/Erk pourrait favoriser une 
activation optimale du complexe forme par NIC 1 et CSL. Done, nos resultats demontrent 
pour la premiere fois que 1’activite transcriptionnelle de Notch peut etre modulee par la 
voie Mek/Erk. Peu d’etudes ont demontre un impact de d’autres voies de signalisation sur 
Factivite transcriptionnelle de NIC. D est cependant a noter que la fl-catenine a ete 
demontre pour lier le complexe NICl/CSL et favoriser F activite transcriptionnelle de ce 
complexe (Jin YH et al, 2009).
Nous avons determine que l’augmentation de F activite transcriptionnelle de NIC 
induite par la voie Mek/Erk par Fevaluation des niveaux d’expression de l’ARNm d’Hesl 
dans les MIA PaCa-2 (Fig. 24). Premierement, nous avons remarque que l’activation de la 
voie Mek/Erk par le PMA mene a 1’augmentation de Fexpression de l’ARNm d’Hesl. Ces 
resultats nous ont permis de demontrer que la voie Mek/Erk semble favoriser la 
transcription du gene cible de la voie Notch, Hesl. De plus, nous avons observe que 
l’augmentation d’expression d’Hesl induite par le PMA semble passer particulierement par 
la voie Mek/Erk puisque Finhibition des Mekl/2 par le U0126 bloque l’elevation de 
l’ARNm d’Hesl. Finalement, nous avons vu que le traitement seul au U0126 induit une 
diminution de l’ARNm d’Hesl. Puisque ces resultats sont tres pertinents dans le sujet 
etudie, il serait done primordial de les confirmer. II serait interessant d’evaluer la 
localisation cellulaire de NICl suivant 1’induction de la voie Mek/Erk puisqu’il a deja ete 
demontre que la phosphorylation de NICl par AKT mene a sa relocalisation cytoplasmique 
(Song J et al, 2008). Ainsi, il serait interessant de verifier si les phosphorylations de NICl 
induites par les Erkl/2 favorisent sa localisation nucleaire afin de potentialiser son activite 
transcriptionnelle. En effet, si la proportion de NICl au noyau est plus elevee que dans le 
cytoplasme lors de 1’activation de la voie Mek/Erk, ceci permettrait une plus grande 
accessibility de NICl afin de former un complexe avec CSL pour 1’activation de la 
transcription de ses genes cibles. Ainsi, des niveaux nucleaires de NICl plus intenses 
pourraient corrdler avec une activite transcriptionnelle plus importante au promoteur 
d’Hesl lors de l’activation de la voie Mek/Erk. Cependant, des resultats preliminaires
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obtenus dans le laboratoire suite a des immunofluorescences et des fractionnements sub- 
cellulaires suggerent que la localisation de NICl suivant l’activation de la voie Mek/Erk ne 
varie pas. En resume, nos resultats ont permis de demontrer que le pouvoir transcriptionnel 
de Notch est positivement regule par la cascade Mek/Erk. A noter que nous avons confirme 
que l’inhibition du complexe gamma-secretase par le DAPT reprime Fexpression de 
l’ARNm d’Hesl appuyant le role de la voie Notch dans la regulation de l’expression 
d’Hesl. Cette meme experience serait interessante a regarder en RealTime-PCR, afin de 
definir quantitativement le patron d’expression d’Hesl lors de la modulation des voies 
Mek/Erk et Notch. Ceci serait un autre indicatif permettant de mieux quantifier les effets 
observes. Egalement, pour mieux caracteriser 1’effet de la voie Mek/Erk sur la voie Notch, 
il serait important d’etudier la variation des autres cibles transcriptionnelles de la voie 
Notch dans un meme contexte. Entre autres dans la litterature, la proteine Hes5 est utilisee 
afin de demontrer des changements dans la transcription Notch-dependante (Liu J et al,
2010). Ainsi, la modulation de la voie Mek/Erk semble avoir des repercussions directes sur 
F activite transcriptionnelle au promoteur des gbnes cibles de Notch. Les phosphorylations 
de NICl amenees par 1’activation de la voie Mek/Erk pourraient etre associees a un 
potentiel transcriptionnel plus important de NICl qui pourrait se repercuter sur 1’expression 
endogene de ces genes cibles tels qu’Hesl.
Nous avons demontre que l’augmentation de l’expression de l’ARNm d’Hesl 
induite par l’activation de la voie Mek/Erk est aussi observable sur ses niveaux proteiques 
dans les MIA PaCa-2 (Fig. 25A). En effet, nous avons observe que l’activation massive de 
la voie Notch par l’EGTA mene a un clivage plus important de Notchl et correle avec 
l’induction d’expression d’Hesl, cette augmentation d’expression necessitant de la 
nouvelle transcription. Nous avons constate que cette augmentation d’expression d’Hesl 
est aussi associee a un retard de migration de NICl. Ainsi, il serait interessant d’evaluer si 
ces modifications post-traductionnelles de NICl sont necessaires a 1’augmentation 
d’expression d’Hesl. Elies pourraient venir de 1’action de differentes kinases par exemple 
jouant un role crucial dans l’activation de la transcription Notch-dependante. De plus, 
l’activation de la voie Mek/Erk via le PMA potentialise cet effet induit par l’EGTA 
prouvant encore ici que les Erk sont importantes dans Fexpression d’Hesl. Ainsi,
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l’activation de la voie Mek/Erk ne joue pas simplement un role sur l’expression de l’ARNm 
d’Hesl mais se repercute aussi sur ses niveaux proteiques. De plus, ce qui est interessant 
c’est que le traitement seul des cellules avec le U0126 previent 1’augmentation 
d’expression d’Hesl amenee par l’EGTA (Fig. 25B). Ceci supporte encore une fois que la 
voie Mek/Erk participe activement dans l’expression du g£ne cible de Notch, Hesl. Par 
contre, le retard de migration de NICl induit par l’EGTA n’est pas abolit lors de 
l’inhibition de la voie Mek/Erk, ce qui suggere que cette signalisation n’est pas la seule a 
amener des modifications post-traductionnelles de NICl. Comme vu i) a la figure 14, les 
modifications post-traductionnelles de NICl Erk-dependantes ne correspondent qu’a 
quelques kDa et ii) qu’a la figure 17, la dephosphorylation de NICl par la Phosphatase 
Antarctique demontrait une grande acceleration de migration, alors il n’est pas surprenant 
de constater que l’inhibition de la voie Mek/Erk n’abolit pas le retard de migration de NICl 
par l’EGTA. II y aurait done d’autres acteurs moleculaires qui pourraient induire des 
modifications post-traductionnelles de NICl. Ces joueurs pourraient favoriser l’activation 
primaire de NICl comme aussi la formation d’un complexe transcriptionnel NIC1/CSL afin 
d’induire l’activation de la transcription des genes cibles. Les Erk pourraient jouer leur role 
en ajoutant des phosphorylations supplementaires sur NICl afin de favoriser son activite 
transcriptionnelle. Malgre tout, Faction globale des Erk sur les modifications post- 
tradcutionnelles de NICl est essentielle a son potentiel transcriptionnel. Nos resultats 
suggerent done que la voie Mek/Erk joue un r61e important dans la regulation de 
Fexpression d’Hesl puisque Finhibition de cette voie est suffisante pour prevenir 
Fexpression d’Hesl induite par l’EGTA.
II reste a savoir si cet effet observe repose sur un effet direct et/ou indirect de la voie 
Mek/Erk sur NICl. Les Erkl/2 sont connus pour reguler de nombreux facteurs de 
transcription (Wiejak J et al, 2012). D a ete demontre que les Erk sont capables de 
phosphoryler p300 afin de favoriser la transcription de ces genes cibles (Meissner JD et al,
2011). Ainsi, il se pourrait egalement que l’activation de la voie Mek/Erk, qui m&ne a la 
phosphorylation de p300, induit une transcription indirecte plus importante des genes cibles 
de la voie Notch. Ce phenomeme pourrait survenir en plus des phosphorylations Erk- 
dependante de NICl. De plus, il a ete demontre que les Erk sont en mesure de phosphoryler
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la proteine CK2 afin de permettre a son tour d’induire la phosphorylation et l’activation de 
la P-catenine (Ji H et al, 2009). Comme il est connu que la P-catenine favorise le 
recrutement de coactivateurs au complexe NICl/CSL, il serait possible que l’activation de 
la voie Mek/Erk mene a 1’augmentation de fexpression d’Hesl via l’activation de la CK2. 
Ceci reste cependant a etre demontre dans notre module cellulaire. Ainsi, il serait 
interessant d’etudier plus en profondeur quels sont les mecanismes moleculaires qui 
regissent la signalisation croisee entre les voies Mek/Erk et Notch et qui potentialise la 
transcription des genes cibles de Notch. Done, peut-etre que les phosphorylations de NICl 
induites par les Erk mene a des phosphorylations par d’autres kinases qui sont necessaires a 
l’augmentation de la transcription Notch-dependante que nous avons detectee. Ainsi, les 
phosphorylations de NICl Erk-dependantes ne jouent peut-etre pas un role au premier plan 
dans la modulation positive de l’activite transcriptionnelle de Notch. Pour determiner si 
e’est le cas, il serait interessant d’utiliser differents inhibiteurs de kinases dont de la CK2 en 
combinaison avec le PMA afin de determiner si l’activation de la voie Mek/Erk a un effet 
direct ou non sur le potentiel transcriptionnel de NIC. Ainsi, il serait possible de bloquer les 
phosphorylations potentielles de NICl induites par d’autres kinases qui sont Erk- 
dependantes afin de determiner si l’augmentation du potentiel transcriptionnel de Notch 
vient de l’activation directe de la voie Mek/Erk ou de d’autres phosphorylations qui 
surviennent ensuite. De plus, il serait pertinent de verifier si d ’autres kinases que les Erk, 
tel AKT, peuvent induire des phosphorylations initiates de NICl puisque l’inhibition de la 
voie Mek/Erk ne bloque pas le retard de migration de NICl suite au traitement a l’EGTA 
dans notre modele cellulaire. De plus, il serait pertinent de savoir quel est l’ordre sequentiel 
de ces phosphorylations induites sur NICl via des analyses par spectroscopie de masse. 
Ainsi, il serait possible d’activer massivement le clivage de NICl et d’evaluer dans le 
temps 1’apparition de ces phosphorylations et meme de determiner sur quels sites elles 
apparaissent. En comparant ces sites phosphoryles avec ceux connus dans la litterature, il 
serait interessant de determiner specifiquement dans quel ordre les diverses kinases agissent 
sur NICl. Nous avons determine que l’activation de la voie Notch avec l’EGTA semble 
passer specifiquement par un effet transcriptionnel dans les MIA PaCa-2 puisque 
l’inhibition de la transcription par l’Actinomycine D (Fig. 26) mene au blocage de 
l’expression proteique d’Hesl. Ces resultats nous ont permis d’observer qu’il y a une
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activite plus importante au promoteur d’Hesl suivant l’activation massive et synchronisee 
de la voie Notch par l’EGTA. De plus, il serait interessant de confirmer cet effet et de 
regarder par immunoprecipitation la formation du complexe transcriptionnel NICl/CSL 
suivant le traitement avec l’EGTA et l’activation de la voie Mek/Erk. Ceci nous permettrait 
d’evaluer si la voie Mek/Erk mene a la formation plus importante du complexe NIC1/CSL 
qui correlerait avec l’augmentation de fexpression d’Hesl. Ainsi, nos resultats suggerent 
fortement que l’activation de la voie Mek/Erk regule positivement le potentiel 
transcriptionnel de Notch afin de permettre l’expression du gene cible, Hesl. Aussi, nos 
resultats ont permis pour la premiere fois de demontrer que l’augmentation de la 
phosphorylation Erk-dependante de NICl correle avec une hausse de son activite 
transcriptionnelle.
Nos resultats demontrent qu’il existe une communication directe entre les voies 
Mek/Erk et Notch. Dans l’avenir, il s’averera essentiel de verifier si cette interaction, qui 
semble favoriser l’activite transcriptionnelle de Notch, se repercute sur des processus 
cellulaires specifiques comme la proliferation. II serait tres interessant de generer divers 
mutants de NICl qui minerait la presence des phosphorylations induites par la voie 
Mek/Erk. Par la suite, divers essais de proliferation, de migration et d’invasion pourraient 
etre realises sur les HPDE. Les HPDE sont des cellules pancreatiques immortalisees non- 
tumorales humaines, possedant des caracteristiques de cellules normales (Yamaguchi H et 
al, 2011). II a ete demontre que la surexpression d’un KRasG12D dans ces cellules 
entrainait, dans 50% des cas, leur transformation telle que mesuree par la formation de 
tumeurs suite a leur injection dans des souris SCID (Radulovich N et al, 2008). Ainsi, il 
serait interessant d’evaluer si la surexpression de NICl ou d’un des mutants de NICl est 
suffisante pour induire la transformation des cellules HPDE. Comme i) les voies Notch et 
Mek/Erk sont impliquees dans la proliferation des cellules pancreatiques (Plentz R et al, 
2009; Nakhai H et al, 2008; Ding XZ and Adrian TE., 2001; Boucher MJ et al, 2000), ii) 
que fexpression d’Hesl est augmente par la cooperation de ces deux signalisations et iii) 
qu’Hesl favorise elle-aussi la proliferation (Georgia S et al, 2006), nous pourrions 
envisager une augmentation de la croissance cellulaire des HPDE surexprimant un mutant 
de NICl mimant les phosphorylations par les Erk 1/2 compare aux cellules parentales ou
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surexprimant NICl. Egalement, des essais de blessures pourraient etre effectues sur des 
monocouches de cellules adherees afin de mesurer leurs aptitudes migratoires. Egalement, 
le caractere invasif de ces memes modeles cellulaires pourrait etre regarde avec l’aide de 
chambres comportant du matrigel (Yu X and Machesky LM, 2012). La capacite des 
cellules a croitre en independance d’ancrage pourrait etre aussi evaluee suite a leur 
ensemencement en agar mou. Nous pourrions ainsi determiner si l’expression de NICl ou 
d’un de ces mutants est suffisante pour entrainer la transformation des HPDE ou encore 
favorise certains processus associes a la transformation cellulaire.
II serait egalement interessant de verifier 1’impact de ces mutants de NICl sur les 
processus cellulaires comparativement a la surexpression d’un NICl combine a la presence 
d’un KRasG12V. II est connu que les HPDE exprimant un KRasG12V demontrent un 
faible caract&re tumoral (Radulovich N et al, 2008). Ainsi, l’ajout d’un NICl pourrait avoir 
un meilleur pouvoir transformant dans ces cellules pancreatiques. A noter qu’il a ete 
demontre que l’expression d’un KRasG12D et d’un NICl dans le pancreas murin favorisait 
la formation de lesions pre-neoplasiques comparativement a l’expression d’un KRasG12D 
seul (De La O JP et al, 2008). Ainsi, l’ajout d’un NICl dans les HPDE en plus d’un 
KRasG12D pourrait avoir un meilleur potentiel transformant en favorisant une expression 
plus grande des genes cibles de NICl tels les families Hes et Hey.
De plus, 1’activite transcriptionnelle des differents mutants de NICl sur le 
promoteur des genes cibles pourrait 6tre determinee a l’aide d’essais luciferases. 
L’expression des ARNm et des proteines d’Hesl et 5 par exemple pourrait etre evaluee. 
Ainsi, le mutant de NIC 1 ayant le meilleur potentiel transcriptionnel pourrait etre disceme. 
Ces dtudes serviraient a determiner si un mutant de NIC 1 mimant les phosphorylations Erk- 
dependantes imite les effets induits par la presence d’un NICl et d’un KRasG12D. Les 
conclusions tirees in cellulo pourraient se perpetuer sur des etudes realisees avec des 
modeles in vivo. Par exemple, les cellules HPDE exprimant un mutant de NICl pourraient 
etre implantees chez la souris Nude afin de determiner leur croissance tumorale. Egalement, 
il serait interessant de generer un modele murin exprimant un mutant de NIC 1 mimant les 
phosphorylations Erk-dependantes au niveau de l’epithelium pancreatique. II serait alors
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possible de determiner si 1’expression de ce mutant NIG1 est suffisante pour induire la 
formation de lesions pre- ou neoplasiques. Ainsi, nous pourrions determiner si la synergie 
observee entre les voies NICl et Mek/Erk in vivo (Mittal S et al, 2009) peut etre recapitulee 
par la presence d’un NICl mute mimant l’action des Erk. La mecanistique moleculaire 
sous-jacent les voies KRas/Raf/Mek/Erk et Notch serait alors beaucoup mieux caracterisee 
et comprise. Aussi, la caracterisation du role moleculaire de la voie Mek/Erk sur Notch 
permettrait possiblement de suggerer de nouvelles strategies therapeutiques pour traiter le 
cancer pancreatique. Une meilleure comprehension de la carcinogenese pancreatique 
favorisera l’ouverture de nouvelles strategies therapeutiques. Nos dtudes ont permis de 
mieux comprendre cette carcinogenese et de decouvrir que parmis les 12 voies decrites 
pour jouer un role important dans la carcinogenese pancreatique (Jones S et al, 2008), 
certaines peuvent interagir ensemble afin de cooperer dans la transformation cellulaire et la 
formation de tumeurs pancreatiques.
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5. CONCLUSION
Bref, la voie de signalisation Notch comporte des ligands et des recepteurs qui sont 
actives par des interactions cellule-cellule. Cette communication cellulaire mene done au 
clivage de Notch et a 1’expression de genes cibles dont les families Hes et Hey. Ainsi, ces 
facteurs de repression transcriptionnelle sont transmits et induisent 1’ inhibition de la 
transcription de divers joueurs importants dans la regulation du cycle cellulaire. Ceux-ci 
sont entre autres des inhibiteurs des kinases cycline-dependantes. Alors, les genes Hes et 
Hey permettent la levee de l ’arret du cycle cellulaire. Done, l’activation de la voie Notch 
est associee a un etat cellulaire proliferatif. De plus, il existe divers regulateurs de la 
transcription Notch-dependante qui ont une action sur la voie Notch selon differentes 
approches. Ces demiers peuvent induire la modulation de la voie Notch par des 
modifications post-traductionnelles specifiques telles la phosphorylation. Comme il a ete 
vu, la voie Notch est aussi tres impliquee au niveau du developpement du pancreas. Elle 
permet aux cellules de maintenir un caractere de cellule-souche et aussi d’induire par la 
suite un programme de determination et de differentiation specifique. Egalement, la 
signalisation Notch est presente autant au niveau du cancer du pancreas chez l’humain que 
dans des modules murins de carcinogenese pancreatique. D’ailleurs son role essentiel y a 
ete observe puisque 1’inhibition de la voie Notch induit une repression de la tumorigenese 
pancreatique. De plus, cet effet a ete observe malgre l’expression d’un KRas mute 
oncogenique dans les modeles murins. Done, il a ete demontre que la voie Notch est 
indispensable meme avec la presence de la voie KRas afin de favoriser la progression de la 
carcinogenese pancreatique. La voie de signalisation Notch intervient done de fa§on 
importante dans les divers processus de transformation cellulaire necessitant la proliferation 
dans le cancer du pancreas. La proteine KRas est un acteur important dans le cancer du 
pancreas puisqu’elle est mutee dans 90 % des tumeurs. Comme vu precedemment, il existe 
une cooperation entre les voies Notchl et Ras dans plusieurs modeles de carcinogenese 
dont celui du pancreas. II a ete suggere que cette collaboration passait par la voie Mek/Erk 
an aval de Ras dans un modele de carcinogenese mammaire. Nous avons demontre que la 
signalisation Notch et la cascade Mek/Erk peuvent interagir ensemble dans des modeles
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cellulaires de cancer pancreatique. Tout d’abord, il a ete vu que les cellules pancreatiques 
tumorales humaines, MiaPaCa-2 et BxPC-3 component une voie de signalisation Notchl 
active et ce de maniere proportionnelle a la confluence. Egalement, nous avons demontre 
que l’activation de la voie Notchl necessite le clivage du recepteurs Notchl induit par le 
complexe gamma-secretase qui est associee a la repression de 1’activite transcriptionnelle 
Notch-dependante et done de Texpression du gene cible de la voie Notch, Hesl. En 
approfondissant nos etudes, nous avons determine que 1’ activation de la voie Mek/Erk 
mene a des modifications post-traductionnelles de NICl qui se traduisent par de la 
phosphorylation dans deux modules cellulaires soit les MiaPaCa-2 et les HEK293T. Ces 
resultats demontraient que 1’effet de la voie Mek/Erk sur NICl etait commun a differents 
types cellulaires. Comme les Erk sont connus pour induire directement la phosphorylation 
de divers facteurs de transcription, nous avons confirme que T augmentation de la 
phosphorylation de NICl induite par l’activation de la voie Mek/Erk peut provenir d’un 
effet direct par les kinases Erk. Ainsi, nous avons determine que NIC 1 peut etre une cible 
phosphorylee par les Erk. Le r61e de la voie Mek/Erk sur la voie Notch a ete determine et 
nous avons demontre que son activation menait a l ’expression plus elevee du gene cible de 
Notch, Hesl autant sur les niveaux de son ARNm que sur la proteine elle-meme. Ainsi, 
l’activation de la voie Mek/Erk favorise le potentiel transcriptionnel Notch-dependante et a 
l’inverse son inhibition induit la repression de cette activite. D reste a determiner si cet effet 
se repercute aussi sur les autres genes cibles specifiques de Notch dont Hes5. Nous avons 
demontre que le domaine PEST de NICl est essentiel k sa phosphorylation dependant de 
Tactivation de la voie Mek/Erk. D’autres etudes sur ce domaine PEST sont a effectper afin 
de confirmer la presence de sites potentiellement cibles par les Erk. Les residus impliques 
devront etre trouves afin de permettre une comprehension juste et complete des interactions 
directes entre les voies Notch et Mek/Erk. D reste aussi a determiner le role du domaine 
PEST de NICl sur ces fonctions cellulaires et moleculaires specifiques. Egalement, il serait 
interessant d’approfondir plus en details le role cellulaire fonctionnel de la cascade 
KRas/Raf/Mek/Erk sur la voie Notch. Peut-etre qu’elle induit des remaniements 
moleculaires specifiques qui modifient le potentiel transcriptionnel de NICl et regulent 
differemment la formation du complexe NIC1/CSL pleinement actif. II reste a decouvrir 
quels sont les changements cellulaires qui sont propres a 1’interaction entre les voies Notch
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et Mek/Erk. II serait possible que la cooperation entre ces deux signalisations amene un 
desequilibre cellulaire qui fait pencher la balance en faveur d ’un etat plus proliferatif. De 
plus, d’autres voies de signalisation bien connues pourraient elles aussi collaborer dans la 
transformation cellulaire qui en decoulerait. II est done tres important d’etudier plus 
precisement quels sont les mecanismes moleculaires et cellulaires qui sont affectes par la 
collaboration entre les signalisations Mek/Erk et Notch. Peut-etre qu’ils induisent de fa^on 
globale la relache d’un nombre plus eleve de facteurs de croissance ou bien de facteurs pro- 
invasif qui faciliteraient la progression tumorale. II reste aussi a determiner si cette 
cooperation entre la cascade Mek/Erk et la voie Notch se retrouve dans la majorite des 
cancers chez l’humain qui possedent une voie Notch active puisque la mutation KRas y est 
souvent retrouvee. Ainsi, non seulement le cancer pancreatique mais beaucoup d’autres 
types de tumeurs pourraient etre mieux caracterisees. Alors, lorsque la mecanistique 
derriere les interactions Notch et Erk sera resolue, des traitements et therapies pourraient en 
decouler. Ils viseraient peut-etre meme a la fois divers types de cancers, done un seul 
traitement general pourrait etre utilise chez plusieurs patients. Comme le cancer 
pancreatique est la quatrifeme cause de deces par cancer et qu’il n’y a pas de traitements 
efficaces connus a ce jour, il est done un des cancers auquel il faut s’interesser plus 
particulierement. De plus, la mediane de survie des patients est tres faible ce qui appuie 
encore plus la necessite de decouvrir de nouveaux remedes contre ce type de cancer. 
Malgre tout, la recherche ne doit pas etre axee uniquement sur ce cancer, car les autres 
types de cancer pourraient contenir beaucoup d’informations pertinentes k l’avancement 
des connaissances sur les interactions signaletiques entre les voies Notch et Mek/Erk. Ces 
informations pourraient etre plus accessibles dans un modele de carcinogenese 
comparativement a un autre. Tant de choses demeurent encore mysterieuses et nous laissent 
perplexe. Le desir de resoudre ces questions nous permettra surement un jour de connaitre 
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